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H! est aussi difficile que douloureux 4 ceux qui ont connu Ernest 
Fourneau d’admettre quils ne reverront plus jamais cet étre 
débordant de vie, d’intelligence, d’activité, dont le regard profond 
livrait 4 ses amis les secrets d’un coeur et d’un cerveau riches de 
tous Jes dons. 

L’éelectisme d’Ernest Fourneau était prodigieux : littérature, 
philosophie, musique, peinture, décoration, tout l’attirait ; non’ 
pas en amateur mais en véritable artiste capable non seulement 
de comprendre et de vibrer, mais aussi d’exécuter. Aucun domaine 
ne lui était étranger et sa conversation, toujours étincelante, le 
faisait rechercher des milieux les plus divers et les plus distingués. 

Comment ses activités si variées savaient-elles cependant 
s’effacer suffisamment pour laisser s’épanouir sa véritable voca- 
tion et lui permettre de consacrer le plus clair de son temps a sa 
plus chére passion, la Chimie ? C’est le probleme qu’a résolu 
Ernest Fourneau depuis sa prime jeunesse. 

I) fut certainement beaucoup aidé dans l’orientation de sa vie 
par les fréres Moureu, originaires comme lui de Biarritz ott Krnest 
Fourneau naquit en 1872. L’un d’eux, pharmacien, lui donna, 
dans son officine, le désir d’entreprendre des études de phar- 
macie ; Ernest Fourneau les poursuivit brillamment 4 Paris : 1] 
obtint son diplome en 1898 et devint interne a l’hépital Beaujon. 
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Mais l’attrait qu’exergait sur ce jeune étudiant le grand chimiste 
Charles Moureu fut tel qu’Ernest Fourneau donna bientdt sa 
démission pour aller poursuivre des recherches de chimie pure 
auprés de ce grand Maitre. Pendant plus d’un an « nous avons 
passé en revue la plupart des méthodes de chimie organique et 
cet enseignement fut prodigué avec une minutie, une conscience, 
un ordre et une propreté admirables », disait Ernest Fourneau 
dont la reconnaissance et l’attachement & Charles Moureu n’ont. 
jamais faibli. Toutes les qualités qu’il admirait chez le seul Maitre 

qu’il eit en France, Ernest Fourneau les fit siennes avec son habi- 
tuelle ‘souplesse. 

C’est en Allemagne qu’il alla ensuite poursuivre son éducation 
scientifique dans les laboratoires de Curtius, Gattermann, Emile 
Fischer, puis Willstatter, tous des chimistes de premier plan qui, 
en trois ans, firent de cet éléve tout particulicrement doué, un 
homme capable d’entreprendre n’importe quel travail de synthése 


de chimie pure ou de chimie biologique. 


Mais, tandis que les recherches de chimie appliquée a la méde-’ 
cine semblaient étre au premier plan des préoccupations des scien- 
tifiques allemands, elles n’intéressaient encore personne en France 
lorsque Ernest Fourneau y revint, en 1901. L’ardeur avec laquelle 
il souhaitait que son pays s’engageat dans une voie qu’il pres- 
sentait pleine de promesses, convainquit le Directeur des Labora- 
toires Poulenc de lui offrir les possibilités souhaitées. La Sto- 
vaine, un anesthésique local d’un type nouveau et d’une faible 
toxicité, fut la premicre grande découverte d’Ernest Fourneau, 
celle qui, en réalité, marque la naissance de la Chimiothérapie 
francaise. 

Le retentissement de ce travail fut considérable, en Allémagne 
comme en France, au cours des années qui suivirent. 

Le D* Roux, Directeur de |’Institut Pasteur, comprit trés vite 
tout V’intérét qu’il y aurait 4 ce que la Maison de Pasteur ne négli- 
geAt pas cette arme nouvelle dans la lutte contre la maladie. Il 
demanda a Ernest Fourneau la création d’un centre de Chimiothé- 
rapie qui naquit en 1911. Le déroulement des recherches de ce 
Service passionnait le D? Roux qui en enregistrait les découvertes 
successives avec une joie d’autant plus profonde que son affection 
pour Ernest Fourneau était particuli¢rement vive. 

C’est A pas de géant que se développa le Laboratoire de Chimie 
Thérapeutique, au début orienté seulement vers les syntheses chi- 
miques. Mais il ne pouvait trouver sa véritable raison d’étre 
quautant que l’expérimentation sur lanimal suivrait d’assez 
prés la naissance d’un corps chimique nouveau. Aidé tout d’abord 
par de grands Pastoriens tels que Laveran, Mesnil, Marchoux, 
spécialisés dans les essais au laboratoire dea eiatadies tropicales, 
Ernest Fourneau dota son Service de départements expérimen- 
taux successifs. Vi ingt- cing ans plus tard, aulomatiquement, wun 


corps nouveau pouvait éire essayé sur : trypanosomes, plasmodes, 
amibes, bactéries, etc., en méme temps que son étude pharmaco- 
logique était soigneusement poursuivie. Un systéme de classe- 
ment de fiches était parallélement organisé par Ernest Fourneau 


qui, possédant V’allemand et l'anglais aussi bien que le frangais, — 


se documentait réguli¢rement sur toute la production étrangére, 
en particulier sur celle de l’Allemagne et de |’Amérique, redou- 
tables pionniers en matiére de Chimiothérapie. Grace a un travail 
intense et 4 un esprit d’organisation parfait, Ernest Fourneau, 
avec des moyens faibles, si on les compare Aa ceux de ces deux 
pays, put lutter et triompher bien souvent dans les domaines les 
plus. variés. ; 
Le plan, suivant lequel grandit son Service, est inscrit dans ces 
lignes, écrites par lui, il y a plus de vingt-cing ans et qui restent 


la véritable charte d’un Laboratoire de Chimie Thérapeutique. - 


« Le groupe des chercheurs doit comprendre des pharmaco- 
logistes, possédant quelques notions de chimie ; des médecins, 
auxquels sont adjoints des bactériologistes et des chimistes bio- 
logistes. Le groupe le plus important doit élre le groupe des 
chimistes organiciens, dont le travail principal consiste a réaliser 
diverses synthéses dont Jorientation est donnée par les résultats 
aequis dans le premier groupe... On doit demander aux industriels 
de fournir des matiéres premiéres. et des produits intermédiaires, 
comme aussi de préparer en grand les produits dont Je Labo- 
ratoire de Recherches a démontré l’activité... Une telle organi- 
sation doit donner confiance aux médecins, a priori méfiants vas- 
a-vis de l’Industrie et trop enclins a affirmer que tels produits 
de remplacement francais sont loin d’égaler les produits simi- 
laires fabriqués a |’étranger. » 

La confiance des praticiens et, en particulier, de nos admirables 
médecins coloniaux, fut totale, et l’essai des médicaments sur 
Vhomme, fait, le plus souvent, par nos Instituts Pasteur d’Outre- 
mer, suivit toujours de prés l’essai sur |’animal. Aussi la pro- 
duction'du Laboratoire de Chimie thérapeutique a-t-elle atteint une 


densité étonnante. Un des premiers succés fut la découverte, faite 


avec la collaboration de Levaditi, M. et M™ Trefouél et Navarro- 
Martin, des propriétés du 190 F ou Stovarsol, actif sur le trépo- 
néme de la syphilis, par voies sous-cutanée et buccale. Aprés plus 
de vingt-cing ans d’existence, le Stovarsol continue, aux colonies, 
2 lutter contre le pian et certaines infections intestinales. Son iso- 
mére, le 270 F ou Orsanine, a puissamment aidé les médecins 
coloniaux dans leur lutte contre la maladie du sommeil aux cdtés 
du 309 F (Moranyl) qui n’est autre que le fameux 205-Bayer, ou 
Germanine, lancé trois ans auparavant, et dont la constitution 
avait été précieusement tenue secréle par Jes Allemands. Pour 
la seconde fois, le laboratoire d’Ernest Fourneau triompha de 
l’Ecole allemande en démontrant la supériorité du Sulfamide sur 
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le Prontosil dans leurs propriétés antibactériennes respectives. 
Enfin, l’action voisine des Sulfones fut démontrée en France, 
en méme temps qu’en Angleterre, grace A la suite de ces 
recherches, entreprises avec la collaboration de M. et M™° Trefouél, 
de Federico Nitti du laboratoire de Salimbeni, et de Daniel Bovet. 
C’est avec Bovet, physiologiste, que se déroulérent parallélement 
de remarquables travaux de pharmacologie : mise en lumiére 
des propriétés des premiers antihistaminiques de synthése; des 
premiers sympatholytiques, de certains spasmolyliques, curari- 
sants, hypnotiques, cardiotoxiques, etc. 

La préparation chimique de tous les corps essayés était assure 
sous la direction d’Ernest Fourneau par la fideéle équipe de ses 
collaborateurs et amis, qui lui prouvent encore leur attachement 
en servant sa cause, aujourd’hui comme jadis. C’est de ce labo- 
ratoire que sortirent les premiers travaux systématiques permet- 
lant d’établir quelques rapports entre Ja constitution chimique et 
lactivilé thérapeutique ; les régles ainsi déduites, se précisant 
peu a peu, ont permis de suppléer, par le raisonnement a l’empi- 
risme aléatoire du début. 

L’impulsion donnée par le Laboratoire de Chimie thérapeutique 
de l'Institut Pasteur s’est étendue au monde entier, ct il n'est 
pas de pays ot le nom d’Ernest Fourneau ne soit accompagné de 
l’étiquette désormais classique de « successeur d’Ehrlich, le véri- 
table fondateur de la Chimiothérapie ». 

Cette juste renommée valut & ce service une affluence de jeunes 
élwangers désireux de puiser, 4 de si précieuses sources, un ensei- 
enement de base ; tous passerent des théses fort remarquées et 
de multiples honneurs furent décernés & Ernest Fourneau. Il était 
Membre d’Honneur de la Société Royale de Pharmacie de Londres 
et de celle de Grande-Brelagne ; de la Société de Chimie indus- 
trielle de Londres, de celle d’Autriche, et de la Société de Pharma- 
cologie et de Thérapeutique de l’Association médicale argentine ; 
membre des Académies des Sciences espagnole, allemande, 
belge. Docteur honoris causa de Madrid et de Liége ; titulaire 
de Ja Médaille d’Or de la Society of Apothecaries of London, du 
Diplome d’Honneur de Rio-de-Janeiro, etc. La liste des distinc- 
lions honorifiques francaises d’Ernest Fourneau est trop longue 
pour étre donnée ici ; nous dirons seulement quwil fut élu membre 
de VAcadémie de Médecine en 1919, secrétaire général de la 
Société chimique de France de 1919 A 1933, président de la 
Société de Pharmacie en 1931. Chevalier de la (Légion d’Honneur 
en 1916 et Officier en 1923. 

C’est dans son propre laboraltoire que son ami, le D*® Emile 
Marchoux, lui remit cette Croix en présence de ses éléves : avec 
beaucoup d’esprit, Marchoux s’adressa sucessivement A une per- 
sonnalité trés grave et trés austere, M. Stove, de renom seienti- 
fique mondial, et A un étre plein de fantaisie, de verve et de gaite, 
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M. Fourneau, dont les violons d’Ingres variés émerveillaient son 
entourage. Trois jeunes garcons, les fils d’Ernest Fourneau, 
dont l'un devait, plus tard, choisir Ja méme carriére que son pére 
et collaborer avec lui, assistaient a cette réunion intime aux cdtés 
de leur mére, cette douce et fine M™ Fourneau, fille du professeur 
Segond et petite-fille de la femme écrivain Juliette Adam. 
M”* Fourneau, comme son mari et son fils ainé, était peintre 
de grand talent ; elle chantait aussi avec un charme infini. Quelles 
heures vivifiantes étaient offertes aux amis de ce ménage si doué 
et si accueillant... Leur hospitalité s’étendait & ceux qui traver- 
salient le Pays basque, ott Ernest. Fourneau possédait une pro- 
priété a Ascain. C’est 1a que M™ Fourneau vécut les derniers 
mois de sa vie, comme, sept ans plus tard, son mari devait vivre 
les derniéres heures de Ja sienne... I] est mort comme il avait vécu, 
avec lucidité et sérénité, cette sérénité que donne la certitude 
d’avoir utilisé son énergie avec le maximum de profit pour soi- 
méme et pour les autres. 

Ses disciples et ses amis ne pourront jamais oublier la puis- 
sance de son génie scientifique, le charme de sa personnalité, la 
profondeur de ses sentiments d’affection. Tous assurent ses fils 
et sa sceur, M™ Tiffeneau, de la fidélité de leur attachement au 
souvenir d’un tel Maitre et d'un tel Ami. 


G. J. STEFANOPOULO 


(1898-1949) 


Le D' G. J. Stefanopoulo était né en 1898, en Gréce, a Patras, 
mais il était naturalisé frangais depuis plus de vingt ans, 

Il fit ses études de médecine en Gréce, puis vint A Vhépital 
hellénique d’Alexandrie oti il resta trois ans et se familiarisa avec 
les maladies des pays chauds. C’est de cette époque que datent 
ses premit¢res publications, son godt de Ja recherche scientifique 
et son désir de venir en France pour acquérir de nouvelles 
connaissances. 

Ul arriva & Paris en 1919 et devint l’éléve du professeur Pettit. 
Il s’initia 4 la microbiologie générale et prit sa part dans les tra- 
vaux de son Maitre : spirochétes, sérum antipohomyélitique, affec- 
tions d’origine inconnue, trypanosomiases. 

Dans le service de M. Tourneau, ot il travaille pendant 
quelques mois sans quitter le service de M. Pettit, il se familiarise 
avec la chimiothérapie (paludisme expérimental des oiseaux, 
chimiothérapie des spirochétoses, action des arsenicaux penta- 
alents sur le singe, etc.). Des recherches de chimie biologique 
sur la nature des. toxines, les protéides du sérum sanguin, les 
propriétés des immunsérums, lui permetlent de publier quelques 
travaux non dépourvus d’intérét. Sa these de doctorat en méde- 
eine (1924) rapporte la préparation du sérum antipolromyélitique 
telle que la pratiquait le professeur Pettit. Trés récemment ce 
diplome d’Université avait été transformé en doctorat d’Etat a la 
suite d’une épreuve de titres. 

Mais le travail principal du D* Stefanopoulo a porté sur l'étude 
de la fiévre jaune. D’abord, il fut membre de la Mission Pettit pour 
étude de la fiévre jaune (ministére des Colonies, 1927-1928), 
mais cette premiére fois il resta 4 Paris pour ¢étudier 1’ étiologie 
de la fiévre jaune et il montra que le Sp. icteroides n’était pas 
agent de cette affection, Ensuite, il fut deux fois chef de mission 
pour l’étude de la fiévre jaune en Afrique Occidentale francaise 
(ministére des Colonies, 1931-1982 et 1935-1938). 


‘L’ensemble des recherches porte sur Pétiologie, la maladie 
expérimentale du singe et la vaccination du singe, la sérothérapie, 
la sérum-vaccination, la mise en ceuvre de la vaccination de 
homme. Les résultats obtenus par Pettit et Stefanopoulo au 
sujet du vaccin et du sérum anti-amaril furent confirmés et cons- 


tituérent la base des procédés d’immunisation de l’homme contre 


la fiévre jaune. Le D* Stefanopoulo put, en Afrique, déterminer 
des zones d’endémicité amarile en appliquant le test de séro- 
protection sur la souris (épreuve des immunisines). Les résultats 
de la mission furent pris en considération par le Gouvernement 
général de l’Afrique Occidentale francaise pour la réglementation 
de la lutte anti-amarile. En s’occupant de la préparation du 
vacein anti-amaril, en pratiquant de trés nombreuses vaccinations, 
G. Stefanopoulo a rendu service a tous ceux qui sont partis vers 
la colonie frangaise, protégés contre la terrible maladie. 

En Afrique, le D*™ Stefanopoulo avait commencé a s’intéresser 
aux filiaroses, il en poursuivit l’étude en France : l’une de ses 
derniéres publications traitait de la chimiothérapie des filiaroses. 


C’est justement pour compléter ces recherches qu’il voulait 


retourner en Afrique Equatoriale. 
A l'Institut Pasteur, le D’ Stefanopoulo était devenu assistant 


en 1927, chef de laboratoire en 1931, il avait été nommé chef dée— 


service en 1946. 

Diverses Sociétés savantes l’avaient accueilli : Société de patho- 
logie exotique, Société de médecine et d’hygiéne tropicale, Société 
de médecine publique et de génie sanitaire, Société de chimie 
biologique ; il avait été élu membre de la Société de biologie en 
1948. L’ Académie d’Athénes lui avait attribué le prix des Sciences 
en 1932. Lauréat de l’Académie des Sciences et de |’Académie de 
Médecine ; titulaire de la médaille d’honneur des épidémies 
(ministére des Colonies), il était chevalier de la Légion d’honneur 
depuis 1939. 14 

Le D* Stefanopoulo avait acquis l’estime de tous. dans les 
milieux scientifiques francais et étrangers pour sa haute compé- 
tence, sa valeur morale: il ne laisse que des regrets et sa fin 
tragique a ému profondément tous ceux qui l’ont connu. 
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ANDRE BOIVIN 


(1895-1949) 


. 


André Boivin, mort le 7 juillet 1949, était né & Auxerre dans 
un milieu trés modeste et avait d’abord songé a étre instituteur. 
Mais les hasards de la premiére guerre mondiale |’ayant conduit 
a se familiariser avec les techniques bactériologiques, il décida 
de devenir plutot un biologiste, un chercheur et, le goat de l’en- 
seignement ne l’ayant pas quitté, un professeur. En 1927, aprés 
avoir achevé, 4 Marseille, ses études de médecine et de sciences, 
il part pour la Faculté de Médecine de Strasbourg et entre, comme 
boursier de la Fondation Rockefeller, dans le service du pro- 
fesseur Nicloux. L’année suivante, il subit avec succés la_pre- 
miére partie de ’agrégation, mais il ne se présenta jamais a la 
seconde, car, entre-temps, i] avait retenu l’offre que lui avait faite 
le professeur Cantacuzéne de réorganiser, a la Faculté de Méde- 
cine de Bucarest, ’enseignement de la Chimie médicale. 

Boivin passera six années en Roumanie (1930-1936). En 1986, 
il est appelé par M. G. Ramon a la direction d’un service de 
recherches a |’Institut Pasteur de Garches. En 1946, il devenait 
titulaire de Ja chaire de chimie biologique a la Faculté de Méde- 
cine de Strasbourg, ot il succédait A son maitre Nicloux. L’avenir, 
devant lui, apparaissait encore plein de promesses» quand 1] 
succomba prématurément & une maladie impitoyable. 

Dans lceuvre scientifique de Boivin, on peut distinguer plu- 
sieurs parties, qui correspondent assez bien aux diverses étapes 
de sa carriére. 

Tout d’abord, 4 Strasbourg, aux cdlés de son Maitre, le profes- 
seur Nicloux, il s’occupe principalement de recherches micro- 
analytiques. En méme temps, il poursuit les travaux sur l’insuline, 
qu’il avait entrepris, seul, & Marseille, quand il était étudiant. 

A Bucarest, ot il travaille a ]’Institut Cantacuzéne de Micro- 
biologie, il se consacre surtout 4 l’étude de la chimie et de la phy- 
siologie bactériennes. Aprés avoir reconnu la richesse des germes 
en acides nucléiques, en nucléotides et en nucléosides libres, il 
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commence l’examen des transformations enzymatiques que 
subissent tous ces corps lors de l’autolyse. Au cours de fractionne- 
ments chimiques, Boivin et ses collaborateurs, L. et I. Mesrobeanu, 
rencontrent une substance colloidale qui cumule les propriétés 
attribuées jusque-la a deux corps hypothétiques : l’antigéne O 
« complet » des bactéries et l’endotoxine. Is déterminent sa nature 
chimique : c’est un complexe glucido-lipidique. Fait nouveau car, 
a cette époque, on admettait que seules les protéines pouvaient 
étre antigéniques. La découverte des antigénes glucido-lipidiques 
ou, plus exactement, glucido-lipido-polypeptidiques, fut confirmée, 
quelques mois plus tard, par deux auteurs anglais : Raistrick et 
Topley. 

A Bucarest, puis 4 Garches, secondé par Y. Lehoult et R. Sar- 
ciron, Boivin continue |’étude de ces nouveaux produits. Il fait 
ressortir tout spécialement les rapports qui existent entre anti- 
génes glucido-lipidiques et virulence des germes; il précise le 
role des antigénes en question dans la spécificité des bactéries, 
il démontre la présence simultanée chez le bacille typhique de 
Pantigéne O et de Vantigéne Vi et il se livre 4 une étude générale 
du pouvoir anti-infectieux de l’antigene O. En méme temps, il 
publie, avec M. G. Ramon, une méthode générale de purification 
des exotoxines et des anatoxines. Avec ses éléve8, A. Delaunay, 
J. Lebrun-Pagés, E. Lasfargues, i] poursuit des travaux sur les 
substances chimiotactiques d’origine microbienne, sur ]’inhibition 
de la diapédése, sur les agressines, sur le déterminisme chimique 
des réactions inflammatoires... 

De retour 4 Strasbourg en 1946, Boivin reprend, avec MM. Ven- 
drely et Tulasne, l’examen des acides nucléiques dans la consti- 
tution cytologique et dans la vie de la cellule bactérienne. Tous 
les microbes renferment a la fois et en abondance de l’acide ribo- 
nucléique et de l’acide désoxyribonucléique, mais cette teneur 
varie en fonction de l'état physiologique des germes. Boivin a 
montré qu’elle est élevée dans toutes les jeunes cultures, basse 
dans Jes cultures de vingt heures. Au sein de la bactérie, l’acide 
désoxyribonucléique réside surtout dans le noyau, l’acide a ribose 
dans le cytoplasme. En appliquant aux micro-organismes des 
techniques enzymatiques déja utilisées en cytologie animale ct 
végétale, Boivin a confirmé*l’existence du noyau bactérien. Asia 
trouvé, par exemple, chez les Salmonella, les colibacilles, les 
dysentériques, le bacille diphtérique, le staphylocoque, etc. I] 
est parvenu, d’autre part, a troubler le processus normal de la 
division nucléaire au moyen d’antibiotiques. Ainsi, en présence de 
pénicilline, les staphylocoques grossissent, mais ne se multiplient 
pas ; au lieu du noyau unique, on trouve souvent Bo) a DOM 26 
noyaux. i : : 

On admet généralement l’existence d’un seul acide désoxyribo- 
nucléique. A Ja suite de ses travaux sur les mutations dirigécs 


un par type bactérien). De méme, selon Boivin, l’acide désoxy- &S 
-_ ribonucléique serait le véritable vecteur des caractéres hérédi- 


_— taires dans les genes. Chaque géne serait, en fait,.une macro- 
-__ molécule nucléoprotéique particuliére devant sa spécificité fonc-_ 
___ Uionnelle propre & la copule désoxyribonucléique qu'il contient. 
Par la clarté de son intelligence, l’étendue de sa culture et ses 
dons de professeur, A. Boivin savait séduire tous ceux qui l’appro- 
__chaient. Il s’est montré un animateur a l’égard de l’équipe de— 
___ chercheurs qu’il avait formée et qui conservera pieusement son : 
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MICROCULTURE SUR LAMES DU BACILLE DE KOCH 


DANS LE SANG HUMAIN 
| UTILISATION DU SANG CONSERVE 
POUR DETERMINER LA STREPTOMYCINO-RESISTANCE 


par Ermnne BERNARD et B. KREIS (*.) 


Dans une note a la Société de la Tuberculose (1), nous avons sou- 
ligné, aprés Jensen, lintérét de la méthode de culture sur lames 
de frottis de crachats ou de pus pour évaluer le degré de strepto- 
mycino-résistance des bacilles tuberculeux contenus dans des pro- 
duits pathologiques. 

Rappelons briévement la technique utilisée : 

Le produit a étudier doit présenter des bacilles visibles a 
VYexamen direct. 

On prépare : des lames porte-objets étroites, en coupant en 
deux, dans Je sens de la longueur, des lames ordinaires; des 
tubes 4 essai contenant 5 4 6 cm*® de milieu de culture liquide, 
pur et additionné de quantités progressives de streptomycine. 
On fait, avec le produit a étudier, un frottis régulier sur plusieurs 
de ces lames, en étendant le frottis jusqu’aé l'une des extrémités de 
la lame ; on laisse sécher complétement. On prend ensuite chaque 
lame avec une pince porte-lame et on la plonge six a sept minutes 
dans l’acide sulfurique a 6 p. 100 pour détruire la flore d’infec- 
tion secondaire et fixer le frottis; ne pas agiter, de crainte de 
laver le frottis. On passe ensuite la lame successivement pendant 
quelques minutes dans deux boites de Petri remplies d’eau dis- 
tillée stérile, pour assurer le départ de l’acide ; puis, sans neu- 
tralisation, pour éviter de solubiliser le mucus, on porte la lame 
dans un tube a essai contenant Je milieu de culture convenable, 
de facon que le frottis soit entiérement immergé ; on met 4 |’étuve 
a 37°, Au bout de sept jours, on retire la lame correspondant 
au tube non additionné de streptomycine, on la passe dans Ja 
flamme d’un bec Bunsen et on colore au Ziehl-Neelsen. 

La culture est positive si examen, avec un objectif a sec, 
aprés avoir recouvert le frottis d’une couche d’huile de cédre, 
montre des amas de bacilles formés de spirales enchevétrées 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 juillet 1949. 
(1) Etienne Bernarp et B. Krets, Rev. Tub., 1949, 13, 124-128. 
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caractéristiques, fortement colorées en rouge, et qu'on peul 
‘dentifier & immersion. On compare alors avec celte lame les 
cultures obtenues en présence de quantités progressives de strep- 
tomycine. Si les cultures sont de méme abondance, la souche est 
résistante a la concentration considérée ; si l'on ne constate que 
de rares amas, parfois visibles seulement a Pimmersion, on dit 
qu’il y a streptomycino-résistance partielle a cette concentration. 

Il est bon de préparer deux séries de lames : si l’examen des 
premiéres est négatif ou douteux, on attendra jusqu’au quator- 
zieme jour ou, mieux, jusqu’au vingt et uniéme jour pour exa- 
miner la deuxiéme série. 

C’est le milieu de Youmans que nous avons utilisé le plus cou- 
ramment comme milieu liquide pour cette culture ; nous avons 
montré qu'il donnait des résultats équivalents a celui de Dubos. 
Poursuivant nos essais, nous avons pu vérifier la constatation 
de Pryce que le sang humain se prétait bien a cette culture. 
Nous avons obtenu des résultats avec le sang hépariné, le sang 
citraté, le sang citraté dilué ou hémolysé par la saponine. Mais, 
dans un but de simplification technique, nous avons surtout uti- 
lisé les flacons périmés de sang conservé destinés A la transfu- 
ion sanguine ; il s’agit d’un sang citraté dans la proportion de 
paruies de citrate de soude a 10 p. 100 pour 8 parties de sang 
pur; pour notre usage, nous le diluons a volume égal avec de 
Veau distillée. 

Sur 96 cas étudiés comparativement, nous obtenons 63 cullures 
en Youmans et 65 en sang conservé dilué. L’abondance des cultures 
dans les cas positifs est absolument comparable, ainsi que 
aspect des amas microbiens : pelites colonies en torsades, trés 
nombreuses, confluant ensuite en gros amas. Ainsi, le sang con- 
servé dilué se montre au moins aussi favorable a la culture que 
Je milieu de Youmans. 

Nous avons recherché si les colonies étaient plus abondantes 
a lextrémité du trottis, plongée dans le culot des hématies, ou 
i la partie supérieure, immergée dans le plasma. L’étude de nos 
lames nous a montré que la culture se faisait tantot a l’extré- 
mité inférieure, tantot a la partie supérieure du frottis, tantét 
au niveau de Ja surface de séparation du plasma et des hématies, 
tantot sur toute la hauteur. Une expérience faite avec 6 souches 
différentes nous a permis de comparer Ja richesse de la culture 
obtenue soit en utilisant Je plasma de sang conservé débarrassé 
des hématies, soit le culot des hématies aprés centrifugation et 
décantation du plasma, soit le sang conservé non dilué, soit le 
perememeey 
dans le sane conservé Ni dilué Bia ‘e) ee a4 wa abe 

Sang , ans le culot des hématies, wi 
peu moins encore dans le plasma. II y a donc tout avantage 4 uti- 
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liser le sang conservé total, ce qui simplifie d’ailleurs les mani- 
pulations. 

On devait se demander si les propriétés bactéricides du sang 
ne pouvaient géner la culture. Nous avons comparé, pour 6 expec- 
torations bacillaires différentes, la culture dans les milieux sui- 
vants : sang conservé pur; sang conservé inactivé par un chauf- 
fage de trente minutes 4 56°; sang conservé inactivé additionné 
de complément de cobaye; sang conservé pur additionné de 
complément. Dans tous ces essais, les résultats ont été particulie- 
rement nets : la culture a été aussi abondante en sang pur qu’en 
sang inactivé ; l’addition de complément, aussi bien pour le sang 
inactivé que pour le sang pur, n’a fait qu’accroitre la richesse 
bacillaire. Il est done au moins inutile d’inactiver le complément. 

Une certaine dilution de sang apparait, au contraire, comme 
un facteur, sinon nécessaire, du moins éminemment favorable a 
la culture, soit que lhémolyse apporte des facteurs de crois- 
sance (on connait l’action de l’extrait globulaire pour faciliter 
le développement de beaucoup de germes), soit que Ja dilution 
altténue l’action bactériostatique de certains sérums. Nous avons 
étabhi ce fait dans une série ¢omparative de 48 cas étudiés dans 
le sang conservé dilué de donneurs sains (8 parties de sang pur 
pour 10 du milieu) et dans le sang citraté frais, beaucoup moins 
cilué, de tuberculeux pulmonaires (8 parties de sang pur, 2 de 
citrate de soude isotonique A 2,8 p. 100). Nous obtenons 36 cul- 
tures dans le premier milieu et 31 dans le second, mais Vaspect 
des colonies est habituellement différent : en sang conservé, il 
existe dé gros amas, pouvant ¢étre visibles a lceil nu, alors que, 
en sang frais, on ne trouve parfois que de rares écheveaux 
bacillaires aprés examen prolongé au microscope. Au contraire, 
si l’on dilue le sang citraté de ces malades par parties égales 
avec de l’eau distillée, les résultats deviennent plus comparables : 
sur 16 cas étudiés parallélement, nous obtenons dans lun et 
Vautre milieu 18 cultures de méme abondance. Ainsi peut-on 
recommander une concentration de 30 a 40 p. 100 de sang pur ; 
le taux de citrate peut varier dans une large mesure (de 0,38 a 
4 g. pour 100 cm* de milieu); l’ancienneté méme du sang ne 
semble guére intervenir au-dessous d’un mois de conservation. 

Le sang conservé dilué se montrant |’égal du milieu de Youmans 
pour la culture sur lames du bacille de Koch, il nous est apparu 
A “il pouvait lui étre substitué dans la détermination de la strep- 
lomycino-résistance ; toute préparation de milieu est ainsi sup- 
primée, ce qui facilite au maximum la technique. 

Nous nous sommes assurés qu’il n’y avait pas d’inhibition de 
la streptomycine ajoutée au sang conservé et que l’on retrouvait 
sensiblement les mémes taux aprés deux semaines d’étuve a 37° 
(c’est ainsi que, pour des concentrations initiales de 38 et 14 unités 
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par centimétre cube, le dosage au quatorziéme jour donne res- 
pectivement 33 et 9 unités). 4 . ee 

Sur 19 cas étudiés comparativement avec le sang conservé dilué 
et le milieu de Youmans, 2 ne donnent pas de culture en Youmans. 
Sur les 17 autres, huit fois les résultats sont identiques, quatre 
fois la résistance est plus forte en sang conservé et cing fois en 
Youmans : mais il s’agit de variations minimes, ‘ne dépassant 
guére un degré de |’échelle, analogues 4 celles qu'on observe 
parfois dans un méme milieu. Selon une régle que nous croyons 
générale, elles paraissent dues a la rapidité plus ou moms grande 
de culture sur l’une ou l’autre des James et s’annulent souvent 
quand on prolonge le séjour a |’étuve. C’est ainsi qu'une souche 
nous donne au neuviéme jour unc résistance inférieure 4 5 unités 
en milieu de Youmans et supérieure a 10 en sang conservé ; mais 
au vingt et uniéme jour, la résistance est supérieure a 10 unités 


. dans les deux milieux. Si les discordances persistaient, on pour- 


rait penser que la détermination en sang conservé doit élre plus 
proche de la réalité biologique que celle réalisée dans un liquide - 
artificiel. . 

Toutes les cultures ne sont pas positives, surtout quand le » 
frottis initial n’est pas riche en bacilles, et c’est la un des incon- 
vénients de la technique sur lames. Cela peut tenir 4 un mauvais 
choix de Ja particule purulente, 4 l’inégale répartition des bacilles, 
a Vimparfaite adhérence du frottis, 4 la durée excessive du pas- 
sage dans l’acide, 4 des conltaminations, et sans doute aussi a 
Vinégale vitalité des bacilles du pus. Par ailleurs, on observe dans 
les tubes additionnés, de streptomycine d’indéniables débuts de 
multiplications bacillaires, qui s’arrétent avant de réaliser des 
amas caractéristiques, méme si ]’on prolonge le temps de séjour 
a l’étuve ; ceci démontre que la streptomycine ne peut agir sur 
les premiéres divisions, que le bacille est, en quelque sorte, mis 
i Pabri au début par le film de mucus dans lequel il est fixé, 
On se rapproche ainsi des conditions naturelles, le bacille restant 
enrobé dans le pus et la diffusion de V’antibiotique se faisant a 
partir du sang, et c’est ld un des avantages de la méthode. 

En conclusion : La culture sur lames du bacille tuberculeux est 
possible dans le sang humain provenant de sujets sains ou de 
tubereulcux, qu'il s’agisse du sang total, citraté ou hépariné, 
Inaclivé ou non inaclivé, du plasma séparé des globules ou du 
culot hématique aprés décantation du plasma. Le sang citraté 
dilué constitue pour la culture sur lames un milieu égal au 
milieu de Youmans (65 cultures contre 63 en Youmans sur 96 cas) 
et permet, dans les mémes conditions, la détermination ‘de la 
streptomycino-résistance. 

L’utilisation de sang conservé périmé rend cette mé 
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Ce mémoire représente le résumé de nos recherches sur 
lanémie infectieuse expérimentale des équidés; dans certains 
-cas nous avons pu étendre quelques-unes de ces recherches a la | 
forme naturelle, et confirmer les résultats enregistrés dans la 
- forme expérimentale. : 

L’appétit du cheval atteint d’anémie infectieuse a retenu notre Nil 
attention, dans la forme naturelle comme dans la forme expéri- 
mentale. L’appétit peut étre momentanément diminué au moment _ 
le plus fort des accés, mais il est, par ailleurs, le plus souvent © 
conservé et ceci jusqu’au dernier moment; ce signe contrastant 
avec la température. élevée des sujets, doit, selon nous, faire — 
penser a l’anémie infectieuse. 

Nous avons montré, avec nos collégues de |’Institut Pasteur , 
a Garches, qu’il convient de renoncer a considérer que !’amai- | 
erissement rapide et marqué constitue un des principaux signes 
de la maladie. L’anémie infectieuse évolue souvent sans perte 
de poids appréciable et on doit étre bien pénétré du fait qu'un 
sujet en excellent état d’embonpoint peut fort bien étre atteint de 
la maladie. Quand il y a perte de poids, celle-ci n’est nette et 5 
méme extraordinairement accusée parfois, que dans les derniéres 
semaines de la maladie. 

Le nombre des mouvements respiratoires du malade au repos 
est normal dans toutes les formes évolutives et a tous les stades . 
de l’affection, en dehors d’accélérations liées a des difficultés. de 
Vhématose, troubles au demeurant peu fréquents et enregistrés 


par périodes intermittentes chez un sujet donné. 4 
La courbe des pulsations est paralléle 4 la courbe thermique ct z 
peut, comme celle-ci, dans les évolutions chroniques, chez les q 


anfeetés latents et entre les acces des évolutions aigués ou sub- 

aigués, rappeler complétement celle des sujets sains. 
Température. — L’anémie infectieuse a un début insidieux, a 

symptomes vagues et elle passe alors facilement inapercue, tout 
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au moins chez un sujet au repos, d’autant plus que l’appétit est 
conservé, souvent méme augmenté et que les fonctions générales 
sont fort peu troublées. Seule la température & 38-38°0, ou plus, 
peut au début attirer l’attention. 

Nous avons souvent noté de grandes oscillations thermiques en 
douze ou vingt-quatre heures, avec des écarts de 2°, 2°5, 3° et plus 
(maximum 4°) d’un jour & autre et méme du sou au lendemain 
matin, d’ou la nécessité de prendre la température matin et soir. 

Nous n’avons enregistré la température inverse que durant la 
défervescence. La mort peut survenir aprés une baisse brusque de 
la température, de 41° et plus 4 387°5-38° ou en hyperthermie appa- 
raissant parfois brutalement, ou en hypothermie aprés une chute 
brusque de Ja température. 

Les relevés thermiques systématiques et trés prolongés, avec 
prise bi-quotidienne de la température, constituent un des facteurs 
les plus importants du diagnostic. 


, 


CARACTERES HEMATOLOGIQUES. 


Sur certains sujels nous avons relevé journellement ces carac- 
leres, parfois tout au long de l’évolution de la maladie. 

Sédimentation. — A la suite de plusieurs centaines de sédimen- 
lations sanguines effectuées sur nos chevaux d’expérience, nous 
pouvons conclure que cette sédimentation est susceptible de 
donner de précieux éléments de diagnostic et de pronostic dans 
lanémie infecticuse ; mais pour interpréter convenablement les 
renseignements recueillis, il est indispensable de tenir compte de 
la phase évolutive de la maladie en cause ; d’autre part, il convient 
de se baser non sur un seul examen, mais sur un ensemble conve- 
nablement réparti dans le temps, afin de pouvoir dresser compa- 
ralivement a la courbe thermique, une courbe de la vitesse de 
chute ainsi que de indice volumétrique. 

Nous avons montré que la sédimentation ne. peut pas étre uti- 
lisée pour dépister ]’anémie infectieuse chez les chevaux produc- 
teurs de sérum thérapeutique dont Vindice volumétrique et la 
vitesse ‘de chute varient, comme ceux du cheval anémique, sous 
influence des saignées et des injections d’antigéne. 

Nous avons trouvé la rétractilité du caillot sanguin trés nette- 
ment diminuée et parfois nulle au cours des acces. Elle réapparail 
progressivement durant les périodes de rémission au fur et a 
mesure qu’elles se prolongent ; elle est normale chez les infectés 
latents. 

Sans vouloir insister davantage aujourd’hui sur la pathogénie 
de ce phénoméne, rappelons ici que la fibrinogénése apparait 
pour divers auteurs comme un processus réactionnel de défense. 


N’y a-t-il pas ici une réaction de l’organisme en vue de lutter 
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contre les hémorragies capillaires rencontrées & l’aulopsie des 
chevaux morts de l’affection, entrainant des pétéchies, des ecchy- 
moses, des suffusions sanguines, des hématomes et méme des 
hémorragies en des points les plus variés de l’organisme et carac- 
térisant si hautement Vaffection ? Signalons ici que nous avons pu 
constater, peu de temps avant la mort, le retour & la rétractilité 
normale et méme une hyperrétractilité, qui peut laisser prévoir 
que l’organisme renonce a la lutte. 

La teneur en hémoglobine reste normale ; la valeur globulaire 
est toujours supérieure a |’unité et peut étre trés élevée. 

Globules rouges. — Le terme « Anémie infectieuse » ne nous 
semble pas trés correct, car si on constate une hypoglobulie au 
moment des acces ou chez les sujets a accés trés fréquents, on 
peut, durant les longues périodes de rémission, enregistrer un 
taux normal de globules rouges. Si les accés sont sévéres et tres 
rapprochés, on assiste a une déglobulisation progressive pouvant 
atteindre des taux extraordinairement bas. Nous avons enregistré 
des anémies incroyables, se chiffrant par 225.000 globules rouges 
au millimétre cube quarante-huit heures avant la mort, sur un 
premier sujet, par 133.000, trois heures avant la mort, chez un 
autre sujet, taux correspondant respectivement a des indices volu- 
métriques de 7 et de 4. 

Le nombre des leucocytes oscille autour de la normale. Hl y a 
polynucléose au moment des accés. La courbe du taux des poly- 
nucléaires, relevée quotidiennement, varie a peu prés paralléle- 
ment 4 la courbe thermique, tout en élant en avance de vingt- 
quatre heures sur celle-ci. 

Cette polynucléose de l’accés est une neutrophilie, les éosino- 
~philes disparaissant 4 ce moment de la circulation pour réappa- 
raitre aprés l’accés. Au cours de |’évolution de la maladie, la 
réapparition des éosinophiles est done d’un pronostic immédiat 
favorable, mais elle ne permet pas de préjuger de la terminaison 
de l’affection. En période de rémission, la formule leucocytaire 
accuse une neutropénie légére plus ou moins nette et revient, en 
général, progressivement plus ou moins vers la normale si cette 
période se prolonge. 

‘Le taux du cholestérol sanguin augmente réguligrement au bout 
d’un temps variable (deux 4 quatre semaines aprés le début de la 
premiére crise).-On est en droit de considérer une forte hypercho- 
lestérolémie comme un signe pronostic grave. Il convient de se 
rappeler son apparition tardive et irréguli¢re pour son utilisation 
dans le diagnostic et le pronostic de la maladie. 

“Alors que l’hématologie des chevaux producteurs de sérum, et 
celle des chevaux atteints d’anémie infectieuse en période fébrile 
ont de trés nombreux points communs (accélération de la vitesse 
de chute, diminution de l’indice volumétrique, polynucléose avec 
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éosinopénie — chez les sujets recevant lantigene sous la peau et. 
additionné de certaines substances non spécifiques — précipitation 
du sérum en eau distillée ou dans les solutions mercuriques, etc.), 
elles s’en distiguent par la cholestérolémiec qui_est augmentée 
quelque temps aprés les acces d’anémie alors qu'il y a hypocho- 
lestérolémie chez les chevaux producteurs de scrum. 

La teneur en alexine de 15 échantillons de sérums normaux a 
6té la meme que celle de 4 échantillons de sérum d’ anémiques 
2 infectés latents et 2 dont le dernier accés dalait d’un an). 
L’action du vieillissement des sérums s’est montrée identique pour 
tous ces sérums provenant soit de sujets neufs, soit de sujets 
infectés, 

La réaction de Fulton, basée sur la précipitabilité du sérum 
d’anémique dans des solutions étendues de chlorure mercurique 
et quia fait naitre les plus belles espérances, ne peut étre relenue, 
selon nous, comme ayant un caractére quelconque de spécifictté ; 
elle est loin en particulier de pouvoir étre prise a elle seule en 
considération, comme la précipitation du sérum en eau distillée, 
dans le diagnostic de l’anémie infectieuse. Cette réaction est trés 
souvent positive, par exemple chez les chevaux producteurs de 
sérums thérapeutiques, spécialement chez ceux recevant l’anligéne 
par voie veineuse. La réaction, a des degrés variables, est due aux 
euglobulines, dont le taux, sous Vinfluence de causes multiples, 
peut é¢tre l’objet d’augmentations importantes. Les euglobulines 
précipitent dans V’eau distillée, et Vaddition de chlorure mercu- 
rique rend la réaction plus visible. En débarrassant le sérum de 
ses cuglobulines par précipitation par les sels neutres et dialyse 
nous avons montré que la réaction devient négative. 

Nous avons également étudié la valeur de la mélano- et de la 
/erro-[loculalion de Henry et nous pouvons appliquer a ces deux 
réactions ce que nous venons de dire de la réaction de Fulton. 

La déviation du complément, en utilisant comme antigéne divers 

extrails de tissus prélevés sur des chevaux morts d’anémie infec- 
licuse et préparé suivant la méthode de Bordet-Ruelens, Ja 
méthode de floculation de G. Ramon (mélange de sérum de por- 
teurs de virus et de sérum de sujets en crise, la réaction de 
C. Urechia et Alexandrine Retzeanu (1932), la réaction par le 
réacuif nitro-ioduré, soit par la méthode ordinaire, soit par la 
méthode d’Ascoli, la réaction de John Hauks (1935), ne nous ont 
donné aucun résultat. 
_Etudiant la valeur de la saignée comme méthode de réactiva- 
fon, nous avons eu un résultat positif sur quatre essais. Méme en 
admettant que ce résultat positif n’est pas da a une coincidence, 
force nous est de conclure que la méthode a encore besoin de faire 
ses preuves, 


Injectant 4 des malades par voie intra-dermo-palpérale, afin de 
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metire en évidence une réaction allergique, 2/10 de centimetre 
cube de liquide de macération de rate provenant de sujets morts 
d’anémie infectieuse (liquide préalablement filtré, formolé et 
étuvé), nous n’avons pu observer aucune réaction. 

Il apparait quiavee les techniques connues, il est, impossible 
pour le moment de mettre en évidence, dans Je sérum, des anticorps 
ou des propriétés spécifiques. 

De l’ensemble des constatations que nous avons pu ainsi relever, 
nous pouvons conclure : ; 

A Vaccés thermique correspond une couleur généralement plus 
foneée du plasma, une baisse de l’indice volumétrique, une accé- 
lération de la vitesse de chute, une déglobulisation, une leucocy- 
tose légere avec forte polynucléose et éosinopénie, une diminution 
de la hauteur du eaillot et de la rétractilité de ce dernier. 

_ Lorsque le premier accés n'est pas mortel et que la température 
baisse, au bout d’un temps variable, la couleur du plasma devient 
généralement moins foncée, Vindice volumétrique augmente pro- 
gressivement pendant que la vitesse de chute ralentit, indice volu- 


métrique et vitesse de chute pouvant, au bout d’un certain temps, | 


se rapprocher l’un et l'autre ou l'un ou l’autre, plus ou moins de 
la normale si aucun accés n’est enregistré par la suite. Le nombre 
des hématies augmente. ; 

La hauteur du sédiment blanc et le nombre des leucocytes dimi- 
nuent parfois jusqu’a la leucopénie et a la polynucléose succéde 
une mononucléose dont les caractéres semblent devoir varier avec 
‘le stade de l’affection. Le caillot devient plus rétractile et la rétrac- 
tilité revient peu a peu vers la normale, au fur et A mesure que 
Vaffection tend a se chroniciser. 

Avec chaque nouvel accés sont enregistrées de nouvelles accélé- 
rations de la vitesse de chute, avec des diminutions de plus en 
plus fortes de l’indice volumétrique correspondant 4a une déglobu- 
lisation d’autant plus marquée que les accés deviennent plus rap- 
prochés et plus nombreux. La diminution de la rétractilité du 
caillot s’accuse davantage ét Virrétractilité complete peut étre 
enregistrée. On note au bout d’un certain temps de l’hypercholes- 
térolémie. 

De tout ceci se dégage donc trés nettement une étroite interdé- 
pendance entre les variations de la courbe thermique, et pour ainsi 
dire de tous les caractéres hématologiques de la maladie. On peut 
méme étendre ceci 4 l’immense majorité des diverses manifesta- 
tions de l’anémie infectieuse. 

Si la classification de Carré et Vallée est commode du point de 
vue didactique pour représenter les différentes formes évolutives 
de la maladie, l’anémie infectieuse est avant tout essentiellement 
caractérisée par des accés et des périodes de rémission, lesquels, 

Injectant 4 des malades par voie intra-dermo-palpébrale, afin de 
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rent entre eux. I] est impossible, par exemple, du point de vue 
clinique, comme du point de vue laboratoire, de distinguer le pre- 
mier acces d’infection d’une des formes queleonques, d'un acces 
survenant aprés une longue période de silence. Seuls, le moment 
de Paccés (début, apogée, terminaison), ou de la période de rémis- 
sion par rapport au dernier accés, la répétition des crises ou la 
durée des périodes de silence peuvent intervenir pour modifier 
plus ou moins le tableau sémiologique. 

En lisant les travaux parus sur |’anémie infectieuse, on peut 
constater qu’il existe, sur de nombreux points, de grosses diver- 
gences de vues entre les auteurs. La plupart de celles-ci sont, 
pour nous, plus apparentes que réelles et tiennent a ce que ces 
divers auteurs ont étudié l’affection peut-ctre 4 la méme forme 
évolutive, mais a des stades évolutifs différents. 

Toute la symptomatologie de Vanémie infectieuse consiste done, 
d@aprés ce que nous venons d’exposer, a faire la sémiologie de 
l’'aceés et celle des périodes de silence ou de rémission. 

De tout ce qui précéde, nous pouvons ainsi conclure : 

Aucune des réactions ou recherches biologiques qué nous avons 
éltudiées, en dehors de Vinoculation au cheval ou a Vdne, nest 
susceptible d’étre utilisée seule avec profil dans le diagnostic de 
lanémie infectieuse ; mais un grand nombre de ces réactions ou 
recherches et, parmi celles-ci, viennent en léte la sédimentation et 
leramen du sang, CONVENABLEMENT RENOUVELEES ET REPARTIES 
DANS LE TEMPS, en tenant comple de la courbe thermique avec 
laquelle elles varient étroitement, peuvent fournir des éléments 
qui, groupés, sont capables, arec une symptomalologie bien com- 
prise, en tenant compte du stade évolulif de V affection en cause 
et des condilions épidémiologiques, de constituer un ensemble 
précieux pour l’établissement du diagnostic, parfois si difficile de 
Vanémie infectieuse. 

En collaboration avec M. G. Ramon, nous avons effectué 
d’autres recherches dont les résultats, pour certaines, ont déja été 
publiés, pour d’autres sont restés inédits. Des résultats que nous 
avons ainsi obtenus nous pouvons formuler les conclusions sui- 
vantes : 

Nous avons parfois relevé, au niveau du cul-de-sac droit de 
l’estomac, des lésions non encore signalées, allant de la simple 
congestion plus ou moins accentuée jusqu’ad la congestion violente, 
’hémorragie et méme lulcére. 

Depuis la publication ayant trait 4 ces lésions, nous avons éga- 
lement observé un ulcére important au niveau de lestomac et des 
uleéres analogues, mais de petites dimensions, au niveau de 
lintestin et de l’cesophage, prés du cardia, uleéres arrondis a 
bords nets, de la dimension d’une piéce de 0 fr. 50 a celle aise 
piéce de 2 francs. ; 
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Nous avons retrouvé, a lintérieur des globules rouges, sur 
quelques-uns de nos chevaux 4 anémie infectieuse expérimentale, 
les petits corpuscules signalés la premiére fois par Carré <t 
Vallée, corpuscules qui ont été décrits par la suite par Mock 
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MORT 
41° 


40° 
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(1918), Brion (1944), Moutaux (1949) ; Brion y voit l’agent causal 
d’une maladie nouvelle : l’anaplasmose. 

Ces corpuscules se sont présentés 4 nous sous forme arrondie, 
fortement colorés en bleu par le May Grunwald Giemsa. Nous 
les avons retrouvés a l’intérieur des hématies, non seulement 
sur nos sujets d’expérience, mais également sur des chevaux 
paraissant indemnes d’anémie infectieuse. 


~ 
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Fie. 2. — Ulcére de la petite courbure de l’estomac {anémie infectieuse] (1) 


(1) Nous sommes heureux de remercier ici nos collégues de 1’Institut 
Pasteur, M. le D™ Comandon et son adjoint, M. de Fonbrune, qui 
ont bien voulu se charger d’effectuer cette photographie. 
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Ayant Vheureux privilege d’avoir prés de nous, alors que nous’ 


venions de les constater pour la premiére fois, deux de nos dis- 
tingués collégues, trés avertis en la matiére, M. le vétérinaire- 
colonel Descazeaux et M. le D’ Comandon, nous nous sommes 
empressé de demander leur avis. Pour le premier, ,connaissant 
si bien l’anaplasmose bovine, il s’agissait de formes anaplas- 
moides, pour le second il s’agissait de formes rappelant les corps 
de Jolly. 

Le cheval peut étre infecté facilement par -dépot de virus, soit 
dans la fente palpébrale, un essai positif, soit 4 la surface des 
plaies, deux essais positifs, d’ou la contamination possible et méme 
parfois aisée par les effets de pansage et de harnachement, le 
matériel d’écurie et par les insectes qui, aprés avoir prélevé le 
virus sur des chevaux infectés peuvent, sinon l’inoculer, du moins 
le déposer a4 la surface des plaies ou au niveau de la conjonctive 
d’animaux sains. 

Nous avons effectué également des essais d’infection par injec- 
tion sous-cutanée de salive, préalablement filtrée et provenant de 
chevaux infectés expérimentalement. Ces recherches peuvent étre 
ainsi briévement résumées : suivant le mode utilisé pour la 
reeherehe du doping sur les hippodromes, un prélévement de 


salive est effectué sur deux chevaux a4 anémie infectieuse expéri- . 


mentale, en période d’accés, ayant évolué vers la mort, avec, 
a Pautopsie, les lésions observées habituellement dans l’anémie. 
Cette salive est additionnée aussitét d’une partie égale d’eau dis- 
lillée stérile ; le tout est filtré sur bougie. Le filtrat, représentant 
un volume de 50 cm’, est injecté le lendemain sous la peau au 
cheval neuf 2. Ce sujet est isolé, mis en observation, et la tem- 
pérature est relevée matin et soir. Rien d’anormal n’est relevé 
durant soixante-douze jours. 

Un autre prélévement de salive est alors effectué dans les 
mémes conditions sur le cheval 73, vers la fin d’une crise d’anémie 
infectieuse expérimentale qui entraine la mort quarante-cing jours 
aprés, avec, a l’autopsie, les lésions habituelles. Aprés dilution 
dans trois fois son volume d’eau distillée ae la salive est 
filtrée et injectée sous la peau du cheval 22, sous le volume de 
70 em*. Aucun trouble pathologique n’est enregistré durant six 
mois d’observation. A la fin de cette période d’observation, le 
cheval 22 recoit une injection sous-cutanée de sérum virulent ; 
vingt-cing jours aprés il présente des symptomes d’anémie infec- 
heuse. 

En résumé, des échantillons de salive, prélevés sur trois che- 
vaux en période d’accés d’anémie infectieuse et injectés sous la 
peau a deux reprises aprés dilution et filtration a un cheval neuf 
strement réceptif, ont donné un résultat entiérement négatif (durée 
de lVobservation : huit mois). 


x 
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Nous avons complétement échoué dans des essais de contamina- 
tion par la voie digestive avec cohabitation prolongée. 

Le cheval neuf 65 est mis dans une écurie @isolement a la 
place, non préalablement désinfectée, du cheval 45 atteint 
d’anémie expérimentale. Ce dernier reste son voisin d’écurle, 
sans bat-flanc de séparation. Le cheval 65 est mis en observation 
et la température est relevée matin et soir. Tous les jours, durant 
deux mois, la ration d’avoine est arrosée de 10 a 20 cm* de sérum 
virulent conservé au frigorifique & + 2° — 4° et provenant de sai- 
enées récentes de chevaux infectés expérimentalement. Aucun 
trouble n’est enregistré sur ce cheval et la température se main- 
tient normale, Ce sujet est alors éprouvé au moyen de 50 cm* du 
méme mélange de sérum virulent utilisé pour arroser l’avoine. 
Neuf jours aprés il fait une crise d’anémie entrainant la mort en 
quinze jours. 

En résumé, l’administration quotidienne au cheval 65 par addi- 
tion & la ration d’avoine de 10 a 20 cm* de sérum virulent pen- 
dant cinquante-sept jours (soit 850 cm’ environ au total), n’a pro- 
voqué aucun trouble pendant soixante-quatre jours, au moins, 
d’observation ; par contre, l’injection du méme virus a la dose 
de 50 cm* a entrainé sur ce cheval, en neuf jours, un accés aigu 
mortel d’anémie infectieuse. 


Cet essai vient a lapput des résultats des recherches de nom- 
breux auteurs et montre, une fois de plus, que la contamination 
par la voie digestive nest pas toujours possible ; elle semble 
nécessiter, non seulement de grosses quantités de produits viru- 
lents, mais des conditions particuliéres, comme celles, en parti- 
culier, qui permettent le passage par la vote sanguine, a la faveur 
de plaies de la bouche ou des muqueuses des premtéres voies 
de Vappareil digestif. 

Nous avons également échoué dans des essais d’inoculation de 
l’anémie infectieuse au moyen d’injections sous-cutanées et méme 
d’injections intraveineuses, & des chevaux neufs, d’urine filtrée 
prélevée en période de crise ou aussilot aprés la mort sur des 
chevaux a anémie infectieuse expérimentale. 

Trois chevaux neufs ont été ainsi éprouvés : les deux premiers 
ont recu une seule injection par voie sous-cutanée (60 et 40 em’), 
le troisiéme a subi cing injections en un an (1° 10 cm® dans la 
veine et 90 cm* sous la peau ; 2° 80 cm? sous la peau ; 3° 45 cm? 
sous la peau; 4° 60 em* sous la peau, injections réparties sur 
une période d’une année). 

_A la suite de ces épreuves, aucun symptéme d’anémie infec- 
lileuse na été enregistré durant des périodes d’observation allant 
de quelques mois & un an. 

Du sérum virulent, prélevé sur un des chevaux ayant fourni un 
des échantillons d’urine, est injecté & un de nos trois chevaux 
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(expériences ; ce cheval fait alors plusieurs accés sévéres 
d’anémie infectieuse, ce qui nous donnait la preuve de l’infection 
du cheval fournisseur durine et la preuve que notre cheval 
éprouvé par cette urine était bien réceptif. 

Nous ne concluons pas de ces faits que l’urine des animaux 
infectés n’est pas virulente car « des milliers de faits négatifs ne 
sauraient infirmer un fait positif (Pasteur, Bull. de l’Acad. de 
Médecine, 18 novembre 1879, 2° série, f. 1165-1186), mais ils nous 
permettent de conclure que [urine filtrée doit étre, dans la trés 
grande majorité des cas, pour ne pas dire toujours, dépourvue de 
foute virulence, 

Nous avons échoué dans des essais de contamination, par injec- 
tion sous-cutanée 4 un cheval sain, de sueur prélevée sur un 
cheval malade. 35 em* de sueur sont recueillis aprés injection 
d’1 g. de nitrate de pilocarpine sur le cheval 86 atteint d’anémie 
infectieuse expérimentale. Nous y ajoutons 30 cm* d’eau distillée 
ayant servi a rincer le cristallisoir utilisé pour recueillir la sueur. 
Le mélange est filtré sur papier, puis sur bougie; le filtrat 
(60 cm*) est injecté sous la peau du cheval neuf 94 qui est isolé 
et mis en observation avec prise biquotidienne de la température. 
Rien d’anormal n’est enregistré durant trois mois d’observation. 
A noter que l’épreuve de la sédimentation effectuée & de nom- 
breuses reprises s’est maintenue normale. 

En vue d’étudier le role possible de divers insectes dans la 
transmission de l’anémie infectieuse, les expériences suivantes 
ont été réalisées : 

Recherches sur le réle des poux. — Le cheval neuf 91, por- 
teur de poux, normal dans ses antécédents et ne présentant aucun 
symptéme pouvant le faire suspecter d’anémie infectieuse, est 
isolé dans une écurie, avec, comme voisin, le cheval 86 atteint 
d’anémie infectieuse expérimentale et qui vient de faire deux accés 
aigus. La température des sujets est relevée matin et soir. 

Afin d’assurer rapidement le passage des poux d’un sujet 
i Vautre, une couverture est mise successivement sur le 91 et 
le 86, en la changeant de cheval tous les jours. Neuf jours aprés, 
le 86 commence 4 manifester du prurit. Des poux sont transportés 
4 Ja main du 91 sur le 86, au niveau de différentes parties du 
corps. Aux fins d’une autre expérience, sur |’étude du pouvoir 
virulent de la sueur, le cheval 86 est soumis 4 plusieurs injections 
de pilocarpine. Les poux disparaissent sur le 91 et le 86, au 
moment de la chute des poils, trois mois environ aprés le début 
de Vexpérience. Alors que le 86 fait, pendant la durée de 
Vexpérience, quatre accés sévéres d’anémie infectieuse, aucun 
trouble pathologique n’est enregistré sur le 91 et sa tempéra- 
ture est restée normale durant cette période et plusieurs mois 
aprés (durée de l’observation du 91, six mois). 


i 


we 


668 : ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


- e 

Recherches sur le réle des taons. — Le cheval neuf 65, n’ayant 
rien, ni dans ses antécédents, ni comme symptéme pouvant faire 
supposer qu’il est atteint d’anémie infectieuse, est isolé avec un 
de nos malades a forme expérimentale (cheval 45), dans une 
écurie grillagée au niveau des ouvertures. La température des 
deux sujets est relevée matin et soir. Les expériences suivantes 
sont réalisées et durent tout l’été. 

Des taons (Tabanus aufumnalis et Hematopota pluvialis) sont 
caplturés dans les prairiés avoisinantes et mis sous une cloche 
grillagée. Cette cloche est déposée tous les jours, durant quelques 
minutes, alternativement sur le cheval 45 et le cheval 65. Au fur 
et a mesure de la mort des taons, ceux-ci sont remplacés par de 
nouveaux taons capturés le jour méme. Quelques lots de taons ne 
sont déposés sur le cheval 65 qu’aprés avoir sucé du sérum 
virulent déposé sur des lames de coton placées sur la cloche. Cer- 
tains de ces insectes piquent les chevaux, si l’on en juge par les 
mouvements des animaux, mais, dans ensemble, les piqires sont 
peu nombreuses. : 

Aussi essaie-t-on de lacher les taons a Vintérieur de |’écurie- 
cage ; Ici encore, si les insectes semblent, eu égard aux mouve- 
ments de défense des chevaux, s’altaquer 4 ceux-ci, leurs piqdres 
ne sont pas trés nombreuses (durée de ces expériences : deux 
mois). ; 

Dans le but d’augmenter les piqtires des taons, les deux che- 
vaux sont attachés dehors, cote a cdte, et des taons, capturés 
tous les jours dans les mémes conditions que précédemment, sont 
lachés peu apres, dans le voisinage des animaux. Certains taons 
sont méme pris a la main et déposés sur les chevaux. Le cheval 
45 est remplacé par le cheval 69 qui vient de faire une crise 
d’anémie (durée de l’expérience : un mois). Rien d’anormal n’est 
enregistré chez le cheval 65, sa température reste normale pen- 
dant toute la durée de ces expériences et longtemps aprés (duree 
de lobservation : un an). 

Recherches sur le réle des moustiques. — Des essais analogues, 
calqués sur les précédents, ont été tentés avec des moustiques 
capturés dans les appartements. Non seulement aucune piqdre ne 
ful enregistrée de la part de ces insectes, malgré différents arti- 
fices utlisés, mais les moustiques semblaient chercher a s’éloigner 
le plus possible de la peau du cheval en se groupant sur la face 
de la cage opposée a celle touchant le cheval. 

Devant cet échec, lexpérience a été abandonnée au bout de 
quelques jours. 

Recherches sur le rdle des stomoxes. — Avec Ja collaboration 
de Descazeaux et Richou, nous avons effectué des essais calqués 
sur les précédents avec des stomoxes (Stomoxys calettrans), 
élevés au laboratoire ; ils ont tous été négatifs, 
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Avec la collaboration des mémes auteurs, nous avons également 


échoué dans des essais de transmission de l’anémie infectieuse 
par des stomoxes d’élevage, ayant sucé du sérum_ infecté, 
déposés, au moyen de la cage de tulle, sur une plaie d’un 
cheval neuf. 


En résumé, tous nos essais de transmission de l’anémie infee= 


tieuse par divers insectes: le pou (Hematopinus), les taons 
(Tabanus autumnalis ef Hematopota pluvialis) dans une écurie- 
cage, en liberté ou transportés dans une cage en tulle, les sto- 
moxes et les mouches domestiques (capturées dans les environs, 
ou de culture) et les moustiques, ont été entiérement négatifs. 

Nous avons échoué dans tous nos essais de transmission de la 
maladie a des sujets de différentes espéces, autres que le cheval, 
l’ane et le mulet. Dans un essai entrepris avec M. le professeur 
Dumas, il n'a été relevé aucun pouvoir agglutinant du sérum du 
pigeon inoculé avec du sérum provenant d’un cheval malade. Le 
pigeon ne se préte donc pas au diagnostic de Vanémie infectieuse, 
d’aprés le mode proposé sur la poule. 

Avec M. le professeur Dumas également, nous avons échoué 
dans un essai de transmission de Ja maladie au singe par ino- 
culation de sérum virulent sous la peau. 

Nous avons également échoué dans deux essais de transmis- 
sion par inoculation au cheval du sérum de deux femmes atteintes 
d’anémie pernicieuse mal définie (malades du professeur R. Debré 
et du professeur J. Dumas). 

Nous avons, d’autre part, observé un porteur de virus qui, 
durant huit années, a présenté une. résistance parfaite aux 
surinfections endogénes ainsi qu’aux surinfections exogénes. 
Alors qu’il possédait l’immunité, son sérum était incapable de 
transmettre cette immunité a d’autres chevaux, bien au contraire, 
il leur transmettait l’affection mortelle. 

Nous avons constaté la conservation du virus maintenu durant 
cing Mois et méme plus au frigorifique 4 + 2° — 4°. 

Deux injections sous-cutanées 4 neuf jours d’intervalle a un 
cheval neuf de 50 cm* de sérum virulent traité préalablement par 
le formol a 1 p. 1.000 et étuvé a 37° durant quatre jours, 
déclenchent, onze jours apres la deuxiéme injection, |’évolution de 
infection. Par contre, l’injection sous-cutanée de 50 cm* de ce 
méme sérum formolé a 0,5 p. 1.000 et chauffé a 55-56° durant 
quarante minutes, est complétement inoffensive (durée de l’obser- 
vation : deux mois) ; mais ce sujet, éprouvé au moyen de 50 cm? 
de sérum virulent injecté sous la peau, fait, onze jours aprés, 
une crise d’anémie infectieuse avec mort en dix-sept jours et 
confirmation de l’anémie infectieuse a l’autopsie. Ainsi done le 
formol a 1 p. 1.000 et Vétuvage a 37° durant quatre jours n’ont 
pas détruit le virus ; par contre, celui-ci est détruit par addition 
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de formol a 0,5 p. 1.000 et chauffage & 55-56° durant quatre jours. 

Nous avons échoué dans des essais de prévention par injection 
de sérum d’un porteur de virus préalablement recharge a plu- 
sieurs reprises au moyen d’injection intraveineuse ou souUs- 
cutanée de sérum virulent. Non formolé, ce sérum s’est montré 
incapable de transmettre Vimmunité, bien au contnaire, il trans- 
mettait la maladie ; formolé et chauffé, 11 s’est montré inoffensif 
mais sans pouvoir immunisant. 

Des injections 4 4 chevaux neufs, soit de pulpe de rate viru- 
lente formolée & 5 p. 1.000, ou de pulpe de rate virulente for- 
molée et étuvée & 37° durant sept jours (100 em’), ou de pulpes 
de rate et de foie formolées et étuvées (50 cm‘) sont trés bien 
supportées par les différents sujets (durée d’observation : dix 
jours, deux mois, quarante-cinq jours). 

Ces chevaux sont alors éprouvés, en méme temps qu'un témoin 
tous font une forme mortelle d’anémie infectieuse, un fait une 
forme non mortelle. 

En résumé, tous nos essais d’immunisation aclivé ou passive 
de lanémie infectieuse ont été négatifs. 

En ce qui concerne Vincubation de la maladie, les conclusions 
suivantes peuvent ¢étre retirées des constatations enregistrées sur 
nos chevaux d’expérience. 

L’incubation a été la méme : 

l° Avec le sérum préalablement filtré sur bougie, dix-sept jours 

en moyenne pour 8 essais et le sérum inoculé sans filtration préa- 
lable, dix-sept jours en moyenne pour 16 essais. 
_ 2° Avec le sérum inoculé sous la peau, seize jours en moyenne 
pour 15 essais et le sérum inoculé dans la veine, dix-huit jours 
pour 12 essais. L’incubation a été, en général, plus courte aprés 
Vinoculation de sang dans la veine ou a Ja fois dans la veine et 
sous la peau, sept jours en moyenne pour 6 essais, qu’aprés l’ino- 
culation de sérum sous la peau ou dans la veine, dix-huit jours 
en moyenne pour 16 essais. La durée moyenne de l’incubation 
a él6 plus courte dans les évolutions suraigués ou aigués, onze 
jours en moyenne pour 10 essais, que dans les évolutions sub- 
aigués, dix-huit jours en moyenne pour 11 essais. 

Le temps d’incubation n’est pas en rapport avec la durée des 
formes mortelles de l’affection. 

L*inoeulation de produits virulents, 4 des sujets ayant pré- 
senté antérieurement un ou plusieurs acces, provoque chez cer- 
tains sujets, ainsi que le montre le tableau suivant, l’apparition 
d’un nouvel aceés, dans les mémes délais que chez les sujets 
neufs, 

Ces divers essais montrent que chez Jes infectés latents, la per- 


sistance du virus d’une part, et ’immunité de nos sujets d’autre 
part, ne présentent pas un caractére absolu. 
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LL a a SSC 
NUMERO RESULTATS 
EEO des sujets (a) enregistrés (6) 
Y / 4 13 mois. + 419 jours. Survie. 
Virus du sujet B : 2 4 mois - 
40 cm* 3 3 mois + 23 jours. Survie. 
sous la peau. 4 16 jours. + 14 jours. Mort en 16 jours 
a) 4 an. — 
| 
Virus du sujet A: | 
60 : ie : hives ‘ 
sang Siealeat 4 mois. —- 16 jours. Survie. 
sous la peau. me 


(a), Intervalle séparani inoculation du dernier accés enregisiré. 
(4), Durée de l'incubation de l’accés provoqué par celte inoculation. 


Nous avons échoué dans trois essais de contagion directe par 
cohabitation. 

Dans un premier essai, un cheval neuf 65 est placé dans une 
écurie d’isolement successivement avec deux malades dont un 
fait six accés, le dernier se terminant par la mort. Ce cheval 65 
ne présente rien d’anormal durant un an d’observation ; éprouvé, 
i] fait plusieurs crises d’anémie infectieuse ; il était donc réceptif. 

Dans un deuxiéme essai, le cheval 63 est mis dans une écurie 
d’isolement 4 la place, non désinfectée, d’un cheval venant de 
mourir d’anémie infecticuse. Rien d’anormal n'est enregistré 
durant cinquante-sept jours d’observation. Dans un_ troisiéme 
essai, le cheval 91 est placé durant six mois dans une écurie d’iso- 
lement, sans bat-flanc, avec, comme voisin immédiat, un malade 
venant de faire deux acces. La température’des deux sujets est 
relevée matin et soir avec le méme thermométre. Le malade pré- 
sente quatre accés sévéres a 40°2, 40°38, 41° et 41°3 ; par contre, 
la courbe de température du 91 reste normale pendant ces six 
mois que dure |’expérience. 

En résumé, trois essais de contamination par cohabitation pro- 
longée durant un an, deux mois el six mois ont complétement 
échoué. 

La contagion directe par cohabitation et par la voie digestive, 
ainsi que nous l’avons vu, semble donc assez difficile a réaliser. 
L’ingestion répétée et prolongée de grosses quantités de virus 
ne donne souvent aucun résultat. Par contre, la transmission par 
les seringues, les instruments de chirurgie, les effets de harna- 
chement et de pansage, les plaies et, d’une manitre générale, par 
les traumats et les micro- -traumats, est trés facile et ne nécessite 
qu’une quantité minime de virus. 

Nous sommes d’accord avec tous les auteurs pour reconnaitre 
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le réle du fumier dans la contagion (urine albumineuse chargée 
de virus, excréments souvent striés de sang), mais ces mati¢res 
virulentes ont relativement peu de chance d’étre infectantes par 
une voie digestive intacte, ce qui, d’ailleurs, est tres heureux, car 
s'il en était autrement, la dissémination de la maladie serait plus 
rapide. Au contraire, le virus sous forme de sang ou de sérum 
virulent, contamine A coup str et rapidement s “il est introduit 
directement ou indirectement sous la peau ou dans la voie san- 
guine (plaies diverses, micro-traumats, peau irritée). 

Ces considérations expliquent en partie comment les auteurs 
ont été conduits & incriminer les insectes piqueurs et suceurs de 
sang. Si bien des raisons plaident en faveur du réle de ceux-ci,, 
il faut bien avouer que la part qu ‘ils prennent dans la dissémi-- 

nation de la maladie n’a pas, ainsi que le montrent une fois de 
plus nos recherches, été nettement établic. 

La virulence des divers échantillons de virus d’anémie infec- 
tieuse est trés variable. Nous avons noté une atténuation de Vacti- 
vilé de notre virus quelques années aprés le début de nos 
recherches. Le terrain est un facteur pouvant modifier d’une 
facon importante les effets d’un virus donné. Ainsi que nous 
Vavons maintes fois observé, le virus prélevé sur un sujet en 
poussée aigué grave et méme mortelle peut déterminer chez un 
autre sujet une infection a allure trainante ; inversement, le virus 
prélevé chez un malade n’ayant pas présenté de crises depuis 
plusieurs années peut provoquer chez un autre sujet un accés 
mortel. Ces constatations expérimentales mettent une fois de plus 
en lumiére cette influence du terrain, la maladie évoluant, ainsi 
que l’éerit Vallée, en 1925, selon « la sensibilité des réactifs 
imoculés », A noter qu’un grand nombre de facteurs peuvent 
modifier le terrain, et, en premier lieu, viennent les conditions 
de vie du sujet (habitat, genre de travail, sol, alimentation, 
climat, etc.). Les différences enregistrées dans Valluré clinique 
de la maladie peuvent done fort bien étre expliquées, et par les 
modifications dans Vactiwité du virus, et par le terrain, sans 
qu'il soit besoin de faire intervenir la notion de pluralité du 
virus, 

Tels sont trés rapidement résumés les résultats que nous avons 
enregistrés. Si ces recherches apportent une contribution a l’édi- 
fice de nos connaissances sur cette maladie si décevante pour 
le chercheur, et si redoutée du vétérinaire, un grand nombre 
d’inconnues restent encore a élucider. Puissent ceux qui s'atta- 
queront a éclairer les points importants qui restent obscurs ¢étre 
plus heureux ! 

Puisse également un nouvel antibiotique réussir la ot toute la 
pharmacopée, les tentatives de sérothérapie et de vaccination ont 
connn l’échec le plus complet. 
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DIFFERENCIATION DU TISSU NERVEUX EMBRYONNAIRE 
EN CULTURE SUR MEMBRANES PLASTIQUES 


par W. P. WEI et G. BARSKI (’). 


(Institut Pasteur. Service des Virus: D* P. Lipine.) 


La culture du tissu nerveux présente un intérét particulier pour 
l’étude in vitro des infections & virus. 

Comme il est généralement admis, le tissu nerveux en culture 
subit des modifications ; il est soumis a une évolution qui com- 
mence par une migration cellulaire mixte, une croissance de fibres 
nerveuses et aboutit a un tissu de type épithélial appelé neuro- 
épithélium [Olivo (1928), Kapel (1929)]. 

Le caractére de cette évolution et la question de savoir si le 
lissu aux différents stades, et en particulier a celui de neuro-épi- 
thélium, garde son caractére spécifique ainsi que la capacité de 
se différencier en tissu nerveux, ont été objet de nombreuses 
études et discussions el ne peuvent pas encore étre considérés 
comme définitivement résolus. 

Nous ne citerons que quelques auteurs pour illustrer ces diver- 
gences de vues. Jablonski et Meyer (1938) affirment, par exemple, 
que méme au cours des premiers jours de la culture, les cellules 
émigrées a partir d’un explant représentent uniquement des cel- 
lules de la microglie et n’ont rien a voir avec le tissu nerveux 
proprement dit. Mihalik (1932 et 1935) exprime une opinion 
voisine. Il croit en outre que la formation épithéliale qui apparait 
dans les cultures prolongées du tissu nerveux embryonnaire est 
dépourvue de tout pouvoir de différenciation secondaire spéci- 
fique. 

Un avis diamétralement opposé est celui de Bauer (1938 el 
1939). Cet auteur a cultivé le tissu nerveux d’embryon de poulet 
en plasma coagulé dans des conditions excellentes du point de 
vue de Ja nutrition, dans un appareil 4 perfusion continue de 
Lindbergh. Bauer affirme que le neuroépithélium garde pleine- 
ment le pouvoir histogénétique propre au tissu nerveux embryon- 
naire et la capacité de différenciation spécifique. Bauer voit sur- 
tout la marque de cette différenciation dans l’apparition en culture 


(*) 


Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 juillet 1949. 
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de neuroépithélium de nombreux prolongements rectilignes qu il 


considére comme étant des neurites et des dendrites. 

~ Dans son exposé au III* Congrés de l’Association des Anato- 
mistes 4 Nancy (1930), Verne définit le neuroépithélium comme 
une formation névroglique et les longs filaments provenant de ce 
tissu comme des fibres gliales. 


Ainsi la question de la nature et de potentiel histologique de 


neuroépithéhum reste ouverte. 


{l nous:‘a semblé possible tout autant qu’utile d’aborder de nou--~ 


veau cette question. 
L’étude du développement fe différents virus en culture pro- 


longée de tissu nerveux, nécessile une connaissance précise de la’ 


nature du tissu aux wiGevente stades de sa culture. : 
D’autre part; les particularités de culture sur membranes plas- 

tiques, comme nous l’avons déja exposé en détail [Barski, Maurin 

(1948)], ont un certain nombre d’avantages pour |’examen micros- 


copique aprés coloration et surtout pour le développement libre et — 


prolongé des cultures : l’absence de repiquages et de toute diges- 
tion du support solide évite 4 la culture des altérations qu’elle 
subit avec les autres méthodes. 

Dans les cultures habituelles, les fragments se trouvent inclus 
dans une goutte de plasma coagulé. Or, la liquéfaction du coa- 
gulum plasmatique peut étre 4 l’origine de déformations morpho- 
logiques. En particulier elle peut expliquer l’apparition d’ilots 
tissulaires 4 la périphérie de Ja culture. Il est difficile, dans ces 
conditions, de porter une conclusion sur la nature des prolonge- 


ments rectilignes reliant le centre de la culture avec cette zone ' 
périphérique. Ces prolongements peuvent étre le résultat d’une © 


croissance active issue du centre, en direction de la périphérie, 
tout autant que la conséquence d’un étirement passif de prolon- 
gements protoplasmiques provoqué par l*écartement des parties 
périphériques de la culture, di a la liquéfaction du support plas- 
matique, phénoméne courant dans ces cultures. 


PARTIE EXPERIMENTALE. 


A. MatérieL ET TECHNIQUE. — Toutes nos cultures sont exécu- 
tées avec le mésencéphale d’embryon de poulet au dixiéme- 
douziéme jour d’incubation. 

La méthode de culture employée est celle des membranes 
plastiques en milieu liquide, décrite en détail précédemment 
[Wirth, Barski (1947) et Barski, Maurin (1948)]. Le renouvelle- 
ment du milieu s’effectue toutes les quarante-huit heures. Nous 
soumettons a l’examen des cultures fixées et colorées in toto a 
partir du dixiéme jour. Les cultures les plus A4gées sont de trente- 
Six jours. 

Les deux méthodes de coloration employées sont : 

Annales de l'Institut Pasteur, t. 77, n° 6, 1949. 45 
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1° La coloration a V’hémalun-éosine aprés fixation au Bouin- 
Dubosq-Brazil ; rte. eh 

2° Imprégnation argentique (méthode de Grigorieff modifiée) 
apres fixation au formol. ; ie 

Les modifications que nous avons apportées 4 la méthode origi- 
nale de Grigorieff (1931) sont les suivantes : 


= 


ae 
ee 


Fic. 1. — Culture de mésencéphale d’embryon de poulet. Dixitme jour de 
culture. Taible grossissement. Coloration @ Vhémalum-éosine. Autour du 
fragment initial on voit la croissance du tissu neuroépithélial Des prolonge- 
ments caractéristiques rappelant des fibres nerveuses sortent de la région 
neuroépithéliale et aussi de la partie anhiste de la culture (en haut). 


a) Pour fixer nous employons une solulion de formol dans 
eau distillée au lieu de l’eau physiologique ; 

b) La durée des opérations de lavage et d’imprégnation est 
réduite a 1/3. 


\esULTATS. — Nous constatons dans nos cultures de neuroépi- 
thélium sur membranes plastiques les fails suivants : 


= ron ; ro ' 
i t + 
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1. Les prolongements rectilignes A bords paralléles, de 0,3 a 
1 y» de largeur, atteignant 500 »% de longueur, apparaissent dans 
les cultures du tissu nerveux embryonnaire a tout age. Ces pro- 
longements sont caractérisés par un parcours plus ou moins long 
4 la suite duquel ils se terminent par un épaississement en forme 
de massue ou par un réseau de ramifications trés fines. 

Nous observons ces prolongements aussi bien dans les cultures 
de cing a six jours que dans celles de plusieurs semaines et méme 


Fig. 2. — Culture de mésencéphale d’embryon de poulet. Quatorziéme jour de 
culture. Grossis. K 1.100. Imprégnation argentique. Cellules nerveuses avec 
un_réticulum fibrillaire intracellulaire. Nombreuses fibres nerveuses. 


dans une culture de trente-six jours. Ils apparaissent donc dans 
des cultures ot le seul élément actif est cette formation tissulaire 
particuliére qu’on nomme neuroépithélium. Ce type de prolonge- 
ments est caractésistique pour le tissu nerveux en culture. Nous 
ne l’observons jamais dans les cultures de tissu mésenchymateux 
ou d’épithélium de provenance pulmonaire, rénale ou dermique. 

Une de nos préparations (culture de dix jours de mésencéphale 
d’embryon de poulet) est spécialement intéressante. Une partie 
de la culture constitue déja un neuroépithélium avec ses cellules 
serrées formant une plaque uniforme. Le reste de Ja culture est 
occupé par une masse colorée en rose pale, a l’éosine, sans 
aucune structure cellulaire. On observe, sortant de la région neu- 
roépithéliale et aussi de la partie anhiste de la culture, des pro- 
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longements qui rappellent des fibres nerveuses. Cette image donne 
impression de division de la culture en deux parties : une partie 
« grise » céllulaire et une partie « blanche », parcourue unique- 
ment par des prolongements et des fibres. 

D’aprés les résultats de l’imprégnation argentique, il est cer- 
tain qu’une partie au moins des prolongements observés dans les 
cultures Agées de plus de dix jours est constituée par de vrais 
neurites. . 

En revanche, il n’est pas toujours aisé de repérer la base de ces 
prolongements et la cellule qui leur donne naissance ; elle se perd 
trés souvent a l’intérieur du fragment. Se: 

La valeur de ces constatations est renforcée par le fait, déja 
souligné, qu’a Vencontre de tous les travaux antérieurs, |’évolu- 
tion de la culture se poursuit sur un support plastique immuable 
(non plasmatique). 

2. Le second fait que nous constatons dans les préparations 
traitées in foto par Vimprégnation argentique, c'est la présence, 
dans ‘les cultures Agées de deux semaines, done dans _ le 
« Ill’ stade » névroglique (Verne) ou neuroépithéhal, d’images 


du tissu nerveux : réseau de fibres nerveuses et cellules nerveuses 


avec un réticulum  fibrillaire intracellulaire  caractéristique. 
L’ensemble de cette culture, loin d’étre uniforme, montre a cdté 
de ces images de différenciation spécifique des zones avec struc- 
ture épithéliale banale. . 

1,4 ConcLusions. 


Ainsi il nous parait prouvé que le neuroépithélium constitue 
une formation essentiellement différente, malgré les apparences, 
des « épithéliums » qu’on obtient en cultivant les reins, le poumon 
ou la peau embryonnaires..Le neuroépithélium montre des parti- 
cularités morphologiques et morphogénétiques qui le distinguent 
de ces tissus, — 

Le neuroépithélium peut cerlainement donner des structures 
névrogliques des fibres gliales en particulier. En ce qui concerue 
les formations spécifiquement nerveuses, constatant leur présence 
dans les cultures de plus de deux semaines, i] nous a été impos- 
sible de préciser s’il s’agit soit d’une survie prolongée d’éléments 
nerveux, phénoméne possible d’aprés certains auteurs (H. Meyer 
et W. Jablonski 1937), soit d’une différenciation survenue en 
culture. 

_ De toute fagon le neuroépithélium, a la lumiére de nos observa- 
tions, doit étre considéré comme une formation spécifique de 
caraclére névroglique parsemée d’éléments nerveux nobles. 

Cette constatation se trouve d’ailleurs en accord avec les obser- 
vations faites récemment sur les cultures du tissu. nerveux infec- 
tees avec le virus herpétique [Barski, Maurin et Lépine (1949)]. 


de eee et y Saanities: sa oheccuee par des eae 
spécifiques du noyau groupées en ilots disscimanes dans les parties 
-saines du tissu. ta 
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RECHERCHES ‘SUR LE MODE O’ACTIVITE 
| DES SULFONES COMBINEES 


j. ACTIVITE BACTERIOSTATIQUE /W V/TRO, 
Par F. BOYER, N. -RIST et M. SAVIARD (*). 


(Institut Pasteur. Service de Chimie thérapeutique 
et Service de la Tuberculose.) 


Depuis que l’on connait l’activité des amino-diphénylsulfones 
sur le streptocoque [2, 7], le bacille tuberculeux [5, 44, 45, 47] et 
surtout le bacille de la lépre [4, 6], on utilise largement en cli- 
nique, de préférence a la diamino-diphénylsulfone (1358 F) qui 
en est la substance mére, une série de dérivés moins toxiques, 
dont on admet plus ou moins explicitement qu’ils sont, malgré 
leur faible toxicité, aussi actifs que la sulfone-mére. Nous vou- 
drions examiner la légitimité de cette maniére de voir. 

On peut classer ces dérivés en trois catégories. Les dérivés 
disubstitués acylés, composés stables, tels que la diacétylamino- 
diphénylsulfone (1399 F ou rodilone); les dérivés disubstitués 
complexes, peu stables, tels que la promine, la sulphétrone ou 
3668 RP, et la diasone, abondamment utilisées par les lépro- 
logues ; les dérivés monosubstitués, tels que la sulfone monosuc- 
cinylée (1500 F ou exosulfonyl) ou la phénylglycine-sulfone (cilo- 
prine). Pour les sulfones des deux premiéres catégories, on peut 
imaginer a priori qu’elles ne deviennent actives que par hydrolyse 
et libération de la diaminodiphénylsulfone. Pour les sulfones de 
la troisiéme catégorie, dans lesquelles une amine reste libre, on 


peut penser qu’elles sont actives par elles-mémes, sans hydrolyse 
préalable. 


Pour ce qui est des sulfones disubstituées acylées, le probléme 


est simple. Ces produits sont inactifs in vitro, et tres actifs in ViVO, 
ce qui laisse supposer qu’ils sont décomposés dans I’ organisme 
en libérant la sulfone-mére. De fait, Nitti, Bovet et M"° Hamon 44) 
ont démontré en 1938 que dans les urines d’un lapin qui recoil 
lun de ces composés, on retrouve en abondance la sulfone-mére, 
par un simple dosage selon la technique de Marshall. Le méme 
dosage, apres. chauffage de l’urine en milieu acide, indique la 
quantité de sulfone totale excrétée, c’est-d-dire la sulfone-mére, 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 juillet 1949. 
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la sulfone combinée administrée a l’animal et la sulfone acétylée 
par l’organisme. 
Mais pour les sulfones disubstituées complexes la question est 


moins simple. D’une part, la technique de Marshall exige une. 


diazotation en milieu acide, qui, méme a froid, hydrolyse rapide- 
ment ces sulfones peu stables, et fait apparaitre la sulfone-mére 
qu’on se proposait de rechercher. D’autre part, leur activité 
in vitro est jugée trés différemment selon les auteurs. Pour les 
uns cette activité in vitro est trés faible (1), et ils admettent, sans 
autre preuve, que ces composés n’agissent in vivo que par la sul- 
fone-mére qu’ils libérent [42, 46]. Pour les autres, la promine et 
la sulphétrone exercent, au moins sur le bacille de Koch, une 


activité propre qui n’exige pas la libération de sulfone-mére. . 


D’aprés Lehr et Bloch [8] la promine est, 4 concentration équimo- 
léculaire, aussi active que la sulfone-mére sur la croissance d’un 
voile de bacilles tuberculeux. Comme la promine est vingt-cing 
fois moins toxique que la sulfone-mére, sa supériorité semble 
évidente. 

Quant 4 la sulphétrone, sa supériorité sur la sulfone-mére ne 


se manifesterait que vis-a-vis du bacille tuberculeux (Brownlee, 


Green et Woodbine [4]. Vis-d-vis du streptocoque, la -sulphé- 
trone serait, in vitro, cent fois moins active que la sulfone-mére, 


“Mais vis-a-vis du bacille de Koch, elle serait seulement dix fois 


moins active que la sulfone-mére. Comme elle est cinquante fois 
moins toxique que la substance mére, sa supériorité semble égale- 
ment prouvée. 

Pour départager ces auteurs, et aussi longtemps qu’un dosage 
différentiel de la sulfone-mére en présence de sulfone complexe 
n’est pas mis au point, on est réduit 4 des preuves indirectes. 
Nous avons étudié dans ce but l’activité in vitro des sulfones (2) 
sur des germes a croissance rapide : Proteus X 19, E. coli, Kleb- 


(1) Dans Je milieu de Youmans au sérum de boeuf, la croissance 
du bacille de Koch est trés rapide, puisqu’un ensemencement de 
0,05 mg. donne naissance A une culture trés abondante au dixiéme 
jour. Pour empécher la multiplication du bacille de Koch dans ce 
milieu, il faut, d’aprés nos essais, 0,025 mg. par centimétre cube 
de sulfone-mére, et des concentrations respectivement dix, vingt. et 
trente fois plus fortes de diasone, sulphétrone et promine. Ces chiffres 
confirment ceux de Smith [47] et d’autres auteurs (voir Tytler [49]). 

(2) Nous avons utilisé les sulfones suivantes: sulfone-mére ou 
1358 F ou Disulfone Theraplix (1), diacétylamino-diphénylsulfone ou 
1399 F ou Rodilone Rhéne-Poulenc (II), 501 P Siegfried (III, de méme 
formule que Ja promine), 3668 Rhdédne-Poulenc ou Cimédone (IV, de 
méme formule que la Sulphétrone), Sulphétrone Wellcome Burroughs 
(IV), Diasone Abbot (V), Exosulfonyl Théraplix ou 1500 F (VI) et Cilo- 
prine ou Sulfone Cilag ou phénylglycine-sulfone (VII). Nous remer- 


eu 
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siella pneumoniz (germes peu sensibles aux sulfones, mais qu'on 
peut facilement cultiver en milieu synthétique, exempt d’anti-sul- 
famide), streptocoque et pneumocoque (germes trés sensibles aux 
sulfones, mais qu’il faut cultiver sur le milieu sérum-extrait de 
foie de Mac Leod [40], modifié par de Loureiro [9], milieu trés 
pauvre en anti-sulfamide). La multiplication rapide de ces germes 
permet de réduire autant que possible l’effet d'une hydrolyse 
éventuelle des sulfones au cours méme de |’expérience, hydro- 
lyse qui nous semble étre a l’origine des résultats obtenus in 
vitro par Lehr et par Brownlee. 

Cette hydrolyse spontanée varie beaucoup d’une sulfone a 
l'autre et dépend de la labilité de celles-ci. La labilité ne se mani-_, 
feste que dans les solutions étendues. On peut la mettre er évi- 


dence de différentes fagons. 


1° A la température du laboratoire la sulfone 501 P (ow pro- 
mine) A 40 p. 100 est stable, mais diluée & 2 p. 100 dans l’eau 
bidistillée, elle laisse déposer un précipité et l’activité bactério- 
statique du surnageant augmente. La diasone précipite aussi, 
comme l’a signalé Raiziss [43]. 

2° Si on autoclave une heure a 120° C des solutions de sulfones 
combinées, et qu’on les laisse refroidir a la glaciére, on constate 
les faits suivants : le 501 P & 40 p. 100 est stable, mais ses solu- 


cions les fabricants pour l’amabilité avec laquelle ils nous ont fourni 


ces produits. 
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Sp 
tions de 2 a 20 p. 100 précipitent [2, 19]; le 3668 RP et la sul- ae 
-phétrone, au-dessous de 5 p. 100, précipitent. Les cristaux, lavés ie 
se comportent comme de la sulfone-mére pure, quant a leur acti- ME 
vité bactériostatique, leur toxicité sur la souris et leur point de xa 
fusion. La diasone devient laiteuse, quelle que soit sa concentra- Ria a 
tion, par précipitation d’un complexe non identifié. ae 

Ne précipitent pas : la succinyl sulfone ou 1500 F de 1 a 10 oe? 
p- 100 (sel de soude ou sel de diéthanolamine), la phénylglycine- tie 
sulfone de 1 4 10 p. 100 (sel de soude), et la sulfone-mére de 0,1 4 y fy 
0,5 p. 100. 1 oe 

Mais, qu’il y ait ou non précipitation, le titrage de l’activité oa 
bactériostatique des solutions chauffées (ou des surnageants lors-_ M 
qu'un précipité s’est produit) montre que l’autoclavage des iy 
sulfones en solution diluée augmente leur pouvoir bactériostatique th 
(tableau I). Seule la diamino-diphénylsulfone n’est pas modifise = 
par le chauffage. Le tableau I résume un titrage effectué avec 3 
Proteus x 19. Lea 

TaBLeag I. ; ‘ i 3 

ro 

ow 

ACTIVITE ipa 

CONCENTRATION AUGMENTATION Bil 
des solutions autoclavées Avant autoclavage|Aprés autoclavage de l’activité ea ; 
(mg Jem?) (mg/om’) Ri 
1358F — | sfio.oa0 || 9,004 02004 OM 
4500F aH y ice 0,5 | om 


Phénylglycine- 10 p. 400. 


sulfone. 4p. 100. 0,4 


Diasone. 1 P4100. 0,4 


20 p. 100. 
504P 2p. 100. 


50 p. 400. 
3668RP 5p. 100. 


Le méme phénoméne se produit lorsqu’on chauffe les sulfones 
en solution dans les milieux de culture. I] est done important de 
stériliser les sulfones 4 éprouver par simple filtration et non par 
chauffage en solution diluée, dans l’eau ou les milieux de culture. 

On peut admettre que l’augmentation du pouvoir bactériosta- 
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tique est da a la libération d’une certaine quantité de sulfone-mére 
puisque, dans les cas ot cette augmentation s’accompagne d’une 
précipitation, le précipité est constitué par de la sulfone-mére. 
3° Le simple vieillissement a l’étuve des sulfones en solution 
dans le milieu de culture augmente leur pouvoir bactériostatique. 
On met a l’étuve plusieurs séries de tubes de culture capuchonnés, 
contenant des doses croissantes de sulfone, et plusieurs séries de 
tubes témoins sans sulfone. Tous les deux jours on ensemence 
comparativement une série « sulfonée vieillie » et une série témoin 
qu’on additionne de solutions fraiches de sulfone, immédiatement 
avant l’ensemencement, et on note les doses inhibitrices dans 
chaque série, vis-a-vis du Proteus X 19. Le tableau 2 montre que 
la sulfone-mére et la succinyl-sulfone sont stables, et que la phé- 
nylglycine-sulfone augmente trés légérement d’activité. Pour les 
trois sulfones complexes, au contraire, le pouvoir bactériostatique 
augmente de trois 4 quatre fois en dix jours (tableau II). 


Tasteau Il. — Augmentation de l’activité des sulfones par vieillis- 
sement a l’étuve. Doses inhibitrices en vingt-quatre heures, en 
milligrammes par centimétre cube. Proteus X/9. 


JOURS D’KTUVE 


2 4 6 10 
F (Memon eee 0,004 0,004 0,006 
1358 f | Vieillie. . . .| 0,006 0,006 0°06 
1300F (Témoin. ... 4,2 4,2 4,2 1,2 
| Vieillie. . .. 4,2 1,2 4,2 1,2 
Phénylglycine- Témoin, . . . 0,2 0,2 0,2 
sulfone. Vieillie. ... 0,46 0,16 0,16 
: { Pomoin: m.0. 0,4 0,4 0,4 
Diasone. } Vieillie. . . .| 0,4 i OA 014 
= TOmMOM See 4,2 452 Ay 2 4,2 
O1P Seen [- ’ 
Y Vieillie. ... 1 oe 4,2 0,6 073 
3668RP § Témoin. .. . 2 2 2 
58 ? Vieillie. . .. 2 2 1,2 0,6 


4° Lorsqu’on éprouve le pouvoir bactériostatique d’un composé 
stable (sulfanilamide ou sulfone-mére, par exemple), sur un 
microbe a croissance rapide, on observe généralement que la dose 
inhibitrice lue aprés quatre jours de culture est plus élevée que 


NS 


celle qu’on lit au bout de vingt-quatre heures. La dose lue au pre- 
mier jour est done en réalité une dose retardante, alors que la 
dose lue au quatriéme jour est la dose définitivement inhibitrice. 
Ces deux doses sont, par exemple, pour la sulfone-mére 0,003 
et 0,014 mg/cm*, pour la succinyl-sulfone, 0,8 et 2,8 mg/cm’. 
Au contraire, avec les sulfones complexes, l’inhibition observée 
apres vingt-quatre heures d’étuve reste définitive (fig. 1). C’est- 
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Concentrations inhibitrices en milligrammes par centimétre cube, aprés vingt- 
quatre heures et quatre-vingt-seize heures de culture. Proteus X19. N.B. Les 
concentrations en 41358F. sont exprimées en milligrammes p. 100 cm® pour 
figurer sur le méme graphique. 


a-dire que, grace a l’hydrolyse, le pouvoir bactériostatique des 
sulfones complexes a triplé en quatre jours. 

L’hydrolyse des sulfones complexes, dont les faits précédents 
démontrent la réalité, explique les résultats in vitro de Lehr et 
Bloch, ainsi que ceux de Brownlee: lorsqu’on titre le pouvoir 
de la sulphétrone sur le streptocoque, qui donne une culture 
visible en vingt-quatre heures, on titre l’activité de la sulphétrone 
elle-méme (8). Mais lorsqu’on titre la promine (Lehr et Bloch) ou 


(3) Ou les traces-de sulfone-mére que la sulphétrone contient ou libére 


-en quelques heures. 
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ja sulphétrone (Brownlee) vis-d-vis du_bacille de_ Koch, et en 
particulier sur des milieux ow la culture ne devient manifeste 
qu’aprés dix & quinze jours, on titre lactivité d’un mélange de 
sulfone complexe et de sulfone-mére, et plus la culture sera lente, 
plus la sulfone éprouvée semblera active. A 

Ajoutons qu’il est difficile de préparer des sulfones combinées 
rigoureusement exemptes de sulfone-mére. On comprend que des 
traces de cette substance trés active puissent augmenter considéra- 
blement l’activité in vitro de certains échantillons. 


\ CONCLUSION. 


Les sulfones disubstituées complexes (promine, diasone, sul- 
phétrone) sont rapidement hydrolysées en solutions diluées, ct 
libérent la diamino-diphénylsulfone. Cette hydrolyse explique cer- 
tains paradoxes observés dans les titrages in vilro du pouvoir 
bactériostatique des sulfones. Rien ne permet done de supposer 
que ces sulfones complexes agissent directement sur les germes 
pathogénes, in vitro et in vivo, par la totalité de leur molécule, 
sans libération de sulfone-mére. Les sulfones monosubstituées 


semblent agir in vitro par leur molécule entiére, mais il n’est 


pas exclu que dans l’organisme elles subissent également une cer- 
taine hydrolyse, surtout par voie digestive. 

Si lon ajoute que, d’aprés des essais chimiothérapiques en 
cours, l’activité in vivo des sulfones étudiées ci-dessus est paral- 
léle & leur toxicité, et que chez homme enfin, l’activité des dif- 
férentes sulfones, y compris la sulfone-mére [8, 6 bis], sur les 
lésions lépreuses se manifeste toujours lorsqu’on approche la limite 
de leur tolérance, — c’est-a-dire la dose anémiante (4) —, on peut 
conclure que les différentes sulfones. employées actuellement en 
clinique ne présentent, 4 part leur solubilité, aucun avantage subs- 
tantiel sur la diamino-diphénylsulfone dont elles dérivent toutes. 

On ne saurait s’en étonner. On a obtenu des produits supé- 
rieurs au p-aminophénylsulfamide en substituant a un atome 
@hydrogéne de l'amide des noyaux variés (thiazol, pyrimidine) 
qui augmentent l’activité de la molécule tout en diminuant sa 
toxicité. Mais toutes les fois qu’on bloque l’amine libre, on obtient 
un composé inactif ou un composé qui ne devient actif qu’aprés 
hydrolyse et libération de lamine [48]. Il est peu probable qu’en 
bloquant une des deux amines libres de la diamino-diphénylsul- 
fone, ou ses deux amines, par une chaine qui n’est pas active par 
elle-méme, on oblienne un produit supérieur a cette sulfone-mére. 


(4) Les doses quotidiennes 4 la fois efficaces et subtoxiques sont les 
suivantes : sulfone-mére, 200 mg. par voie buccale ou musculaire ; 
Diasone, 1 A 2 g. per os ; Promine, 5 e. par voie veineuse ; Sulphétrone, 
3.46 g. per os ou 1 g. par voie musculaire, 
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Post-scriptum. — Au moment de mettre sous presse, nous pre- 
nons connaissance d’un travail de M. I. Smith, Jackson, Chang et 
Longenecker (Proceed. Soc. exp. Biol. a. Med., 1949, 7A, 23), 
Ces auteurs annoncent qu’ils vont publier dans Am. Rev. Tub. 


les « preuves indirectes » de la libération de la sulfone-mére 
dans l’organisme, a partir des sulfones complexes. De plus, ils 


précisent ns techniques (extraction et chromatographie) par les- 
quelles on peut isoler la diamino-diphénylsulfone de l’urine des 
lapins ayant ingéré cette substance. Par ces techniques ils espé- 
rent pouvoir mettre en évidence la substance-mére a cété des 


sulfones complexes, dans l’urine des animaux ayant ingéré ces | 
_ derniéres. 
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L'IMMUNITE DANS LE CROWN-GALL 
Il. — PRECISIONS ET MECANISME FONDAMENTAL 


par B. RYBAK. 5 


(Institut Pasteur. Laboratoire de Physiologie végétale 
et de Mycologie.) \ 


Dans des communications antéricures [4, 2, 8], mous avons 
indiqué [4, 2] et démontré [8] que la résistance aux surinfections 
que présente le Pelargonium zonale vis-a-vis de Phytomonas 
(Baclerium) tumefaciens Berg. — agent du Crown-gall — n’était 
pas supportée par des anticorps, tout au moins glohuliniques. 
Autrement dit, nous avons apporté les premiers arguments contre 
la théorie’ selon laquelle Vimmunité chez les plantes (en parti- 


culier dans le Crown-gall du P.-zonale) procede par des voies © 


identiques 4 celles de Vimmunité chez les animaux. 

Ce présent travail apporte de nouveaux arguments a notre 
mani¢re de voir et indique le caraclére principalement lrophique 
des résistances aux réinoculations de P. tumefaciens a des liges de 
Pelargonium zonale (variélé « Jardin des Plantes ») porteuses 
de Crown-gall en évolutions Ce mémoire sera développé en 
4 points : 

I. — Précisions sur les réactions d’agelutination de P. tume- 
faciens par les sucs sains et tumoraux de P. zonale ; 

II. — Pouvoir anticomplémentaire des tanins ; 


III. — Rapport métabolique ioe nas 


azole total ”’ 
IV. — Mise en évidence et examen des relations entre sucs 
sains et tumoraux. 


I. — Priscisions SUR LES REACTIONS D’ AGGLUTINATION DE Phyl. (Bact.) 
tumefaciens PAR LES SUCS SAINS ET TUMORAUX DE Pel. zonale. 


1° Erar pes Bacté:ries. — Nous avons déja montré l’importance 
que présentait le fait que les bactéries soient vivantes — qu’elles 
m(tabolisent — ou tuées dans I’étude des agelutinations par les 
sucs végélaux [3]; il n’est pas indifférent, en effet, de prendre en 
considération ce point, non seulement du point de vue de Paspect 
des -agglutinats [8], mais encore, comme nous allons le voir, du 
point de vue du fondement méme du phénoméne. 


AM 


Protocole : soit : ; 
I. Des sucs de tige saine et de Crown-gall (de trois mois) de 
P. zonale (du mois de décembre) préparés par broyage au mortier 


a en présence de sable (4,5 g. de tissus pour 20 ml. d’eau physio- 
F logique, volume final) et centrifugation. On constitue deux frac- 
7 tions avec chaque surnageant. 


a a) on améne les deux sucs a pH 4,5; 
b) on améne les deux sucs 4 pH 7,0 (le suc de tissu sain seul 
précipite, on centrifuge et on utilise le surnageant) ; 

II. Des sues de tige saine et de Crown-gall (de trois mois) 
de P. zonale (du mois de décembre) préparés comme ci-dessus, 
mais en remplacant l’eau physiologique par de l’acide chlor- 
hydrique normal (4,74 g. de tissus pour 20 ml. d’acide). On 
; améne 4 pH 7,0 par de la soude, on obtient avec chaque suc 
un précipité abondant rose que l’on chasse par centrifugation et 
on utilise les surnageants. 

Les différentes dilutions des sucs des séries I et II sont faites 
avec de l’eau physiologique. On utilise comme bactérie la souche 
| « 42/4 » cultivée sur gélose nutritive ordinaire pendant quarante- 
| huit heures a 37° C, les bactéries sont mises en suspension dans 

de l’eau physiologique stérile et filtrées le plus aseptiquement pos- 
sible sur papier (densité oplique de cette suspension en lumiére 
rouge de l’appareil de Meunier, en tenant compte des dilutions 
nécessaires pour pouvoir effectuer la mesure : 300). On fait deux 
parts de cette suspension : l’une sera utilisée telle quelle (bactéries 
vivantes), l’autre sera portée a 56° C pendant une heure (bactéries 
tuées) —; on vérifie évidemment par ensemencement en boite de 
Petri a base de gélose nutritive ordinaire que cette derniére sus- 


Pi 


co Ss 


pension ne donne lieu a aucune culture aprés quarante-huit heures | 


d’incubation 4 87° C. Les suspensions sont réparties aseptique- 
ment dans des tubes ‘A collerette 4 raison de 0,4 ml. par tube, 
on ajoute alors les différents sucs 4 des concentrations variables 
A raison également de 0,4 ml. par tube. 
Avant de donner les résultats des lectures effectuées aprés 
dix-sept heures de repos 4 23° C, nous allons relever les résultats 
_ aprés un temps de contact de une heure quarante-cing minutes a 
' 990 . 
ace Gi: . 1 
Suc de P. zonale sain brut pH 4,5 + « 42/4 » vivants —> +44. 
Suc de P. zonale sain brut pH 4,5 + » 42/4 » tués —> +++4 42. 
Suc de P. zonale sain au 1/10 pH 4,5 + « 42/4 » vivants —> ++. 
Suc de P. zonale sain au 1/10 pH 4,5 +4 « 42/4 » tués —> +++. 
Suc de P zonale sain au 1/20 pH 4,5 + « 42/4 » vivants —> +-4. 
Suc de P. zonale sain au 1/20 pH 4,54 « 42/4 » tués —> +. 
A partir du 1/50 on ne peut encore rien noter. 


Parallélement avec le suc de tumeur de P. zonale a pH 4,5, 
pour la concentration « brut » on ne peut déceler aucun agglu- 
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tinat avec les bactéries vivantes et seulement une trés légére agglu- 
tination (évaluation : +) avec les bactéries tuées, mais déja aucune 
réaction pour le 1/10. De méme, avec les sucs sains ou tumo- 
raux préparés soit avec de l’eau physiologique, soit avec l’acide 
chlorhydrique et neutralisés, on ne peut noter aucune aggluti- 
nation dans aucun tube. 

Le tableau I indique les résultats aprés dix-sept heures 4 23° C. 
Il nous parait suffisamment significatif pour qu’il ne soit pas 
utile d’y adjoindre un commentaire. 


TABLEAU I. 


anand 


« 42/4 » VIVANT « 42/4 » Tub 


g I 

2 eee | 2 iS 2 aoe 1's. S 

n y aa > 2. a 1) 5 Ss Cmiite| soe 

_ DESIGNATION i a EF wit ~ 2 a= mee 

a Aad AD A  - ao 

<s Pcurs) ofS oS 09'S. «3 £0 

n she ne n nun ot) 

By | Sees [ese cone sel eee 

n Ne A Rn na nea RQ By 

LET ; o 
P. zonale sain : 
Bruthaa. soe shea fy ee se SESE ae 0 
Au 4/10.» seta ++ ok +44 ) 426 0 
Au 1/20.. meta ae ate bet ee a ad 0 
AU {AO ate Sigc ale il (+) 0 
Au 4/100; . . . + aae oe stat 0 0 
Auad/200 tr coe 0 te Ei ses 0 0 
P. zonale tumeur : 

IBriitieaiches Ut ae +++ | ++(4)] +++ | ++ (Ge) ker 
(MOP LO; eae ee +-++ ae ate +35 0. 0 
AAD Meares a ++ alk ae A) 0 
Aa 4/50\ sre enon pe = ae te (ti? 0 
Au‘t/100° yes.) 46 + ae (=) 0 0 
Au 1/200. + a (+) (+) 0 0 


(1) Nese colorent pas aux sels de fer. 

NV.-B.- 1° Les témoins « bactéries » sont homogénes (évalualion : 0), les témoins 
« sucs » sont limpidey. 2° Avec les pactéries tuées les agglulioats ne sont jamais filamen- 
teux mais toujours en flocons. ; 


LT 


2° CONDITIONS AMBIANTES. — Pour préciser les relations phy- 
siologiques existant entre bactéries et sucs végétaux et rendant 
compte du comportement final des bactéries, nous allons rap- 
porter une expérience réalisée avec des sucs sains et tumoraux 
extrails par broyage au mortier en présence de lampon’ borate 
a pl 7,8 (10 parties de tampon pour 1 partie de matériel végétal). 
Les dosages d’acide géraniatannique ont été fails a l’aide de notre 
technique photométrique [8, 4]; ils ont donné, avec des sucs 
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dilués deux fois par le tampon et dont on préléve 4,8 ml. auxquels. 
on ajoute 0,2 ml. d’alun de fer et d’ammonium a 1 p. 100: 

Pour le suc de tumeur : 70. 

Pour le suc de tige saine : 68,5. 

La concentration en tanin est done pratiquement identique dans 
les deux sucs. On ajoute 0,5 ml. de chacun des sucs A différentes 
concentrations a 0,5 ml. d’une suspension de « 42/4 » vivant ou — 
tué par un trailement a 56° C pendant une heure. 

Avec les bactéries vivantes, aprés dix heures de repos 4 28° C, 
on ne peut noter que de tres légers agglutinats plus ou moins 
filamenteux, de la concentration « brut » jusqu’au 1/160 du suc de — 
tumeur. Avec le suc de tige saine la défécation est totale pour la 
concentration « brut » et des agglutinats sont visibles jus- 
qu’au 1/160). 

Avec lesbactéries tuées, on ne constate aucun agglutinat, dans 
les mémes condilions, de la valeur « brut » au 1/160 avec le suc 
de tumeur ou le sue de tige saine. . 

Aprés quarante-huit heures de « repos » (on peut parler d’incu- 
bation) a 23° C, les agglutinats filamenteux dela série avec bac- 
téries vivantes sont nels avec le suc de tumeur, surtout pour les 
concentrations du 1/10, du 1/20 et du 1/40, Avec le suc de. tige 
saine, aprés le miéme temps, et dans les mémes conditions, les 
valeurs d’agglutination sont celles observées aprés dix heures. 
Avec les bactéries tuées : aucun agglutinat, ni avec le suc de | 
tumeur, ni avec celui de tige saine a aucune concentration. 

Il nous parait done que les agglutinations ne sont pas liées 
a des phénoménes uniquement physico-chimiques, mais a: des 
relations encore obscures owt intervient le métabolisme bactérien. 
Il ressort, en tout cas, de ces faits, que les tanins, en milieu 
légérement alcalin, perdent leur propriété agglutinante statique . 
(bactéries tuées). Nous avons d’ailleurs vérifié avec de l’acide 
tannique a !’éther dissous dans du tampon borate A pH 7,8 — de 
fagon 4 obtenir une concentration de 2 p. 100 en acide tannique — 
que l’agglutination bactérienne (« 42/4 ») ne s’effectuait que jus- 
qu’au ‘1/10 avec les bactéries vivantes, et encore était-elle trés 
faible (+), et qu’il n’y avait aucune agglutination’ avec les mémes 
bactéries tuées. 

On pourrait objecter que le chauffage 4 56° C pendant une 
heure détruit les antigénes ; cet argument ne nous paraft pas 
valable, étant donné qu’on peut obtenir des agelutinations bacté- 
de’ acide tanniqie a4 aliow EAA eta eae 
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ee Lectures aprés dix-huit heures de repos a 20° C (les pit 
sont ajustés avec de la soude). 

Remarque : La coloration verte obtenue en présence de bac- 
téries et que nous avions déja constatée et attribuée 4 des phé- 
nolases [5] a pu étre obtenue quelquefois avec l’antigene O de 
P. tumefaciéns ou celui d’Eberthella typhosa O 901 en absence 
totale de bactéries. Aprés dix-huit heures a 20° C, l’antigéne soma- 
tique (extrait Selon la technique trichloracétique) placé en présence 
d’acide tannique a |’éther a 1 p. 100 a pH 3,3 donne une légére 
opalescence, le milieu est rose pale. Dans les mémes conditions 
a pH 6,9, immédiatement aprés Vadjonction de la solution tan- 
nique (0, 5 ml.) a la solution antigénique (0,5 ml.), 11 se produit 
une opalescence blanche prononcée et, apres dix-huit heures, 
on note un précipité bleu vert. Dans un travail antérieur [3], nous 
avions fait savoir que l’antigéne O ne précipitait pas avec les 
sucs de tige saine ou de tumeur du P. zonale, or si l’on utilise 
des sucs non dilués, on peut observer un trouble et un verdisse- 
ment (ce verdissement.pouvant étre obtenu également avec ces 
sucs dilués au 1/10). Nos expériences avec l’acide tannique a 
l’éther montrent en tout cas que ce trouble ne peut étre attribué 
a une réaction antigéne-anticorps précipitant, il s’agit de la for- 
mation de complexes d’électro-adsorption non spécifiques. Nous 
avons examiné attentivement la question du verdissement en pré- 
sence d’antigéne O, celui-ci pouvant présenter quelque activité 
polyphénoloxydasique, en réalité le phénoméne est sans doute dd 
a la présence d’impuretés métalliques (Fe ou Cu) car l’antigene O 
soigneusement dialysé contre de l’eau bidistillée Pyrex ne réagit 
plus colorimétriquement avec les tanins. 


3° AGGLUTINATIONS AVEC L’ACIDE GERANIATANNIQUE ISOLE. — 
L’acide géraniatannique a été extrait de tiges saines du P. zonale 
comme nous |’avons indiqué ailleurs [4]. Nous nous sommes servi 
de « 42/4» Smooth vivant ou tué a 56° C pendant une heure 
(culture-mére Agée de quarante-huit heures, bactéries filtrées). 
On place 0,5 ml. de la suspension bactérienne A essayer en pré- 
sence de 0,5 ml. de Ja solution d’acide géraniatannique. 

Avec l’acide géraniatannique 4 1*mg./m] (pH 7) et « 42/4 » 
vivant ou tué : aucune agglutination.aprés dix-huit heures a 19° C, 
le milieu est vert foncé. 

Avec l’acide géraniatannique 4 la méme concentration, mais 
a pH 3,8-3,9 (pH propre de ce tanin a cette concentration), on 
constate : 

a) Avec les bactéries vivantes : des agglutinats floconneux fins, 
le milieu est tres ]égérement vert. A 200 ~/ml., il n’y a pratique- 
ment pas d’ agelutinats, en-dessous*de cette concentration le milieu 
est homogéne. 
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Avec les bactéries tuées: des agglutinats floconneux tres 
fins, le milieu est légérement vert. A 200 y/ml, aucune agglutina- 
tion, mais le milieu est trés légérement vert. 


4° SpicIFIcITE DES AGGLUTINATIONS. — Pour les pH favorables 
my (5,0), avec des bactéries vivantes ou tuées par chaulfage a 56° Cc 
: pendant une heure, nous avons pu obtenir des agglutinatioas 
\ avec les sucs de tumeur ou de tige saine (préparés comme i! 


a déja été dit a plusieurs reprises : broyage au morlier en pré- 

sence d’eau physiologique...), un staphylocoque citrin et un 

x colibacille. I] ne pouvait en étre aulrement, puisque |’aggluti- 

7s nation en flocons tout au moins est liée a la présence des tanins, 
d’ou trés largement non spécifique ; nous n‘insisterons done pas 

- sur ce point. 

; ‘ 

II. — Povvork ANTI-COMPLEMENTAIRE DES TANINS. 


} Magrou et Lominski [6] ont indiqué que le suc de Pel. zonale 
possédait un pouvoir anticomplémentaire et que ce pouvoir était 
plus accentué pour le suc de tumeur que pour le suc de lige saine. 
Les tanins agglutinant les hématies [8], les imperméabilisant [7], 
nous nous sommes demandé si le pouvoir anti-complémentaire 
des sucs de P. zonale n’était pas lié aux tanins de celte plante et 
si les différences quantitatives observées entre suc de tumeur et 
suc de tige saine n’élaient pas en relation avec les teneurs diffé- 
rentes en acide géraniatannique que nous avons constaltées : la 
tumeur renferme généralement plus de tanin que la tige saine par 
rapport au poids de tissus [3 et 4]. 


TECHNIQUE EMPLOYEE ET RESULTATs. — On prend 1 unité de 
complément de cobaye déterminée suivant la méthode employée 
par Kolmer en vue de la réaction [8]. On étudie V’action, sur cette 
unité de complément, de quantités d’acide tannique a l’éther 
décroissant en progression géométrique, en employant un temps 
de fixation d’une demi-heure au bain-marie a 87°C et un temps 


d’hémolyse de une heure, également 4 37°C. Le tableau HI indique 
les résultats : 


» TaBLeau IIT, 
a 


CONCENTRATION FN ACIDE TANNIQUE EN Y PAR MILLILITRE 


250 | 125 | 62,5 31,2 15,6 Rox 3,9 4.9 
0 0 0 Hémolyse Hémolyse | Hémolyse | Hémolyse Hémolyse 
partielle. partielle, totale. totale. totale 
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De ces expériences il parait ressortir que le pouvoir anti- 
complémentaire des sucs de P. zonale est lié 4 l’acide gérania- 
tannique de cette plante (1). 


: ; TANINS TOTAUX 
II]. — Rapport METABOLIOUE ——————— 
AZOTE TOTAL 


Toutes nos recherches rapportées ci-dessus ou  antérieure- 
ment [8] montrent que si les manifestations de immunité dans 
le Crown-gall du P. zonale pouvaient suggérer a priori des rap- 
prochements avec l’immunité chez les animaux, il ne peut en 
aller ainsi au dela d'une expérimentation systématique et élémen- 
taire. Cependant, aprés cette premiére étude, le probléme de la 
nature méme de limmunité dans le cas du Crown-gall reste 
entier. 

Rappelons préalablement les termes de ce probléme : 

1° Le P. tumefaciens induit une tumeur sur la tige du P. zonale ; 

2° Aprés un temps variable (deux-trois mois en moyenne), des 
inoculations de P. tumefaciens pathogéne dans les régions cauli- 
naires saines et proches de la tumeur n’aboutissent pas a la 
formation de tumeurs, les points d’inoculation se nécrosent. 

Dans ces conditions, s’agit-il d’une immunité vraie, c’est-a-dire 
par rapport 4 la cause premiére — la bactérie — ou s’agit-il 
d’une modification des tissus sains connexes a la tumeur sous 
Vinfluence de celle-ci ? 


En effectuant les dosages du tanin du P. zonale selon la tech- 


nique volumétrique que nous avons mise au point [4], on trouve 
les valeurs rapportées ci-dessous : 


P. zonale sain jeune (entre-neuds d’élongation.)... 5,4 p.-400 
P. zonale sain agé (entre-neuds prés du collet)... . 4p. 100 
P. zonale (entre-neeuds connexes 4 latumeur) [*]. . . 9,2 p. 100 
P. zonale tumoral (tumeur de 3-5 mois non nécrosée, 

obtenue avec la variété « 42/4»). ......... 410 p. 100 


On voit que, par rapport au poids sec, la tumeur est l ensemble 
tissulaire le plus riche en acide géraniatannique. Nous avons déja 
indiqué les raisons anatomiques de ce fait [3, 4]. Or, les valeurs 
de l’azote micro-Kjeldah] sont les suivantes [4] (2) : 


P. zonale sain jeune (entre-nceuds d’élongation.). . . 15,8 p. 100 
P. zonale sain agé (entre-nceuds prés du collet)... . 9,3 p. 100 
P. zonale (entre-nceuds connexes 4 la tumeur) [*].. . 7,4 p. 100 
P. zonale tumoral (tumeur de 3-5 mois non néerosée, 


obtenue avec la variété « 42/4»). .........- 15,2 p. 100 


mee ; tanins totaux 
Dés lors, si ]’on considére non plus les rapports —. —— 
poids sec des tissus 


(1) Nous tenons a4 remercier M!"° Cateigne et P. Routier pour leur col- 
laboration dans cette partie de notre travail. 

(2) Moyennes de 5 4 7 déterminations (automne). 

(*) Résistants. 
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tanins totaux 


azote total des tissus 
les tissus connexes & la tumeur qui ont Vindice le plus élevé ; or, 
ce sont précisément ces tissus qui sont résistants aux réinocula- 
tions de P. tumefaciens, donc |’immunité dans le Crown-gall du 
P. zonale parait due principalement 4 une carence en substances 
nutritives (*) des tissus résistants liée 4 |’accumulation de produits 
toxiques. activant les phénoménes de cicatrisation (l’acide gérania- 
tannique et peut-étre d’autres substances). Cette carence, qui rend 
toute action milogénétique bactérienne inopérante, se produit vrai-. 
semblablement sous l’influence du drainage des métabolites par la 
tumeur (métabolites essentiels 4 la croissance et 4 la multiplication 
cellulaire des cellules affectées de V’hote). Indépendamment de la 
question du bactériophage, qui reste a éclaircir, |’immunité, dans 
notre cas, est une immunité par rapport 4 Ja tumeur et nous nous 
demandons méme si une immunité par rapport 4 Vagent bacté- 
rien existe réellement. On peut cependant encore considérer’ que 
la carence en substances nutritives agit, au moment de l’inocu- 
lation d’épreuve, sur les cellules bactériennes de l’inoculat et que 
les conditions ambiantes défavorables influent sur Ja production 
de la ou des substances tumorigénes bactériennes (anligéne'O ? 
acide indol-acétique ?). Toutefois, le pouvoir antibactérien' des 
tanins seuls (antioxygénes et tannants) ne parait pouvoir expliquer 
Pétat réfractaire, car les tissus jeunes du P. zonale sain en ren- 
ferment des quantilés appréciables, et ils sont cependant trés 
sensibles & l’inoculation de P. tumefaciens. Les tumorisations 
faibles ou nulles des parties saines dgées des tiges du P. zonale 
correspondent bien au schéma de l’immunité ou plus généralement 
de la susceptibilité : ; 


mais les rapports , on constate que ce sont 


__Possibilités anaboliques : tumorisation (azote total) 
Tendances cataboliques : cicatrisation (ici tanins totaux) 


tel qu’il se constitue a partir de nos recherches. Ce rapport, 
que l’on pourrait nommer indice d’infection dans le Crown-gall 
el qui, remarquons-le, est l’inverse du rapport métabolique, n’est 
évidemment seulement valable — tout au moins dans ]’état actuel 
de nos connaissances — que dans le cas des Dicotylédones et indé- 
pendamment du pouvoir pathogéne propre de chaque souche de 
P. tumefaciens (ce sont las des problémes spécifiques quelque peu 
différents du ndtre) ; le probléme doit étre considéré d’ailleurs 
non seulement sous |’angle quantitatif (azote total), mais - aussi 
sous l’angle qualitatif. Insistons sur ce que le dénominateur de 
indice d’infection ne correspond peut-étre pas toujours a une 
leneur en tanins ; le cas du P. zonale est un cas particuliérement 


(*) Rapportée 4 l’azole total, 
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lagglutination de « 42/4 »; nous avons effectué cette expérience 


uniquement avec des germes dispersés dans de l’eau_physiolo- 


gique et tués par chauffage a 56° C pendant une heure. La tableau 
IV montre les résultats aprés treize heures de repos a 21° C. 


Tasieau LV. 
REACTION DES OH 


phénoliques 
aux sels de fer 


CONCENTRATION INTENSITE 
du suc centrifugé limpide des agelutinations 


Brut. ++4+4+4 = 
Flocons. 

4/10 #0 Trés faible. 
4/50 0 #0 


La conclusion est nette : le suc résultant est encore actif, 

Le précipité provenant de la centrifugation du mélange des sucs 
est insoluble dans |’eau distillée, ]’éthanol 4 90°, mais il est soluble 
dans HCl ; il ne renferme pas de phosphore ni d’azote ; la réaction 
des tanins aux sels de fer est pratiquement nulle ; il réduit le per- 
manganate, i] est constitué principalement d’oxalate de calcium. 

Dans d’autres expériences (en janvier), le précipité obtenu 
donnait une réaction nette aux sels de fer et il renfermait 
9-10 p. 100 d’azote total ; il parait donc constitué principalement 
d’un complexe protéines-tanins. Cette réaction est moins fréquente 
que la précédente. 

Le chauffage préalable des sucs (a l’ébullition pendant quinze 
secondes) renforce la précipitation lors du mélange, le chauffage 
du mélange accentue également la précipitation. La dialyse 
préalable des sucs pendant vingt-quatre heures 4 20° C contre de 
Veau bidistillée ou de eau physiologique rend la réaction néga- 
tive, or Voxalate ets les sels solubles de calcium traversent la 
membrane de collodion et l’acide géraniatannique fait de méme. 

Nous avons, par ailleurs, constaté que le suc de tige saine ne 
précipite pas immédiatement par le chlorure de calcium (aprés 
dix-huit heures de repos 4 22° C, on note cependant une opa- 
lescence) tandis que le suc de tumeur donne, un précipité abon- 
dant immédiat avec ce sel. Inversement, alors que le suc de tige 
saine donne un précipité avec Voxalate de sodium a froid ou 
4 chaud, le suc de tumeur ne donne qu’un précipité trés faible. 
Notons encore que le suc de tige saine ne précipite pas en pré- 
sence d’acide tannique a pH 7.0, tandis que le suc de tumeur 
donne un précipité net avec cette substance. 

Ces indications nous ont conduit a réaliser une expérience de 
facon a déterminer si c’était le suc de tige saine qui précipitait Ie 
suc de tumeur ou l’inverse. 
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NATURE DU pHéNOMENE. — Nous avons préalablement suivi l’opa- 
cification au photométre de Meunier a la température de 22° C. 
Nous sommes parti de 22 grammes de Crown-gall agé de cing 
mois de trois P. zonale que l’on a broyés au mortier en présence 
de sable de Fontainebleau lavé et de 20 ml. d’eau physiologique. 
On ajoute en fin de broyage 20 ml. d’eau physiologique et on 
laisse la diffusion s’effectuer pendant quinze minutes en brassant 
de temps en temps. On centrifuge et préléve le surnageant limpide 
légérement jaune, son pH est de 5,95. On procéde de méme pour 


al I: suc de P.zonale tumoral + suc de P. zonale sain (écran bleu) 
135 iba Nahe « De eC He » » (@cran rouge) 


Il:suc de D zanale fF 5 
1257 pwisions PB zonale fumoral (écran rouge ) 
d 


ay 
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TEMPS EN minutes 


Vie. 4. 


des tiges saines (6 derniers entre-nceuds), le pH du surnageant 
limpide et incolore (aprés centrifugation) est de 4,5. On raméne 
le suc de tumeur au pH du sue de tige saine par adjonction 
dacide chlorhydrique normal, puis N/10. Les courbes de la 
figure 4 montrent les résultats aprés adjonction de 5 ml. de suc 
de tumeur 4 5 ml. de sue de tige saine. (Les dosages de tanins 
réalisés selon notre technique photométrique [8, 4] — 4,8 ml. de 
suc + 0,2 ml. d’alun de fer et d’ammonium 4a 0,1 p- 100 — ont 
donné pour le sue de tumeur 124 et pour le suc de lige saine 156 
(expériences réalisées en novembre). 

L’examen de ces courbes indique que la précipitation est ter- 
minée aprés trente minutes. Nous avons cherché a voir si le 
liquide débarrassé de son précipité était encore actif vis-a-vis de 


-gique et tués par chauffage a 56° C pendant une heure, La tableau 
IV montre les résultats aprés treize heures de repos a 21° C. 


TaBLeAu IV. 
REACTION DES OH 


phénoliques. 
aux sels de fer 


CONCENTRATION INTENSITE 
du suc centrifugé limpide des age)utinations 


if Brut. Sa Eee ae 
Flocons. 

4/40 #0 Trés faible. 
4/50 0 #0 


a La conclusion est nette : le suc résultant est encore actif. 

Le précipité provenant de la centrifugation du mélange des sucs 
est insoluble dans |’eau distillée, |’éthanol 4 90°, mais il est soluble 
dans HCl ; il ne renferme pas de phosphore ni d’azote ; la réaction 
des tanins aux sels de fer est pratiquement nulle ; il réduit le per- 
4 manganate, il est constilué principalement d’oxalate de calcium. 

Dans d'autres expériences (en janvier), le précipité obtenu 
: donnait une réaction nette aux sels de fer et il renfermait 
9-10 p. 100 d’azote total ; il parait done constitué principalement 
d’un complexe protéines-tanins. Cette réaction est moins fréquente 
que la précédente. 

Le chauffage préalable des sucs (a l’ébullition pendant quinze 
secondes) renforce la précipitation lors du mélange, le chauffage 
du mélange accentue également la précipitation. La dialyse 
préalable des sucs pendant vingt-quatre heures 4 20° C contre de 
l’eau bidistillée ou de Veau physiologique rend la réaction néga- 
tive, or l’oxalate et» les sels solubles de calcium traversent la 
membrane de collodion et l’acide géraniatannique fait de méme. 

Nous avons, par ailleurs, constaté que le suc de tige saine ne 
précipite pas immédiatement .par le chlorure de calcium (apres 
dix-huit heures de repos 4 22° C, on note cependant une opa- 
lescence) tandis que le suc de tumeur donne, un précipité abon- 
dant immédiat avec ce sel. Inversement, alors que le suc de tige 
saine donne un précipité avec Voxalate de sodium a froid ou 
4 chaud, le suc de tumeur ne donne qu’un précipité trés faible. 
Notons encore que le suc de tige saine ne précipite pas en pré- 
sence d’acide tannique 4 pH 7.0, tandis que le suc de tumeur 
donne un précipité net avec cette substance. 

Ces indications nous ont conduit a réaliser une expérience de 
facon a déterminer si c’était le suc de tige saine qui précipitait le 
suc de tumeur ou l’inverse. 
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lagglutination de « 42/4 » ; nous avons effectué cette expérience 
uniquement avec des germes dispersés dans de l’eau physiolo- ’ 
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- On prépare pour cela des sucs par broyage au mortier en pre- 
sence de tampon boraté a pH 7,8 (1 partie de végétal pour 10 
parties de tampon) et centrifugation. Les sucs que nous avons 
% ulilisés dans nos expériences avaient des teneurs en acide géra- 
niatannique trés voisines, par exemple 140 pour le suc tumoral 
w et 138 pour le suc de tige saine (technique photométrique). On 
} mélange les sucs a raison de 0,5 ml. de chaque suc par tube 
e (les dilutions sont effectuées par de l’eau physiologique). Aprés: 
Ba. quatorze heures de repos 4 20° C, les résultats sont les suivants : 


Suc. de P. zonale tumoral brut + suc de P. zonale caulinaire sain brut —> 
‘4444 (opalescence blanche). 

Suc de P. zonale tumoral 1/10 -+ suc de P. zonale caulinaire sain brut —> 
+++-4+ (opalescence blanche). 

Suc de P. zonale tumoral 1/20 + suc de P. zonale caulinaire sain brut —> 
‘précipités en petits flocons, milieu violet. 

Suc de P. sonale tumoral 4/40-1/160 + suc de P. zonale caulinaire sain brut —> 
limpide et incolore, Laces, 

Suc de P. zonale tumoral brut + suc de P. zonale caulinaire sain 4/10 —> $ 
+: (opalescence). © aN 

Sue de P. zonale tumoral brut + suc de P. zonale caulinaire sain 41/20 —> +. 

Suc de P. zonale tumoral brut + suc de P. zonale caulinaire sain 4/40- 
4/160 —> 0. 

Témoins (suc de tumeur et suc de tige saine séparément) —> 0. 
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Il ressort de examen de ces résultats que c’est le suc de lige 
saine qui précipite le suc de tumeur, ceci quelle que soit la nature 
du précipité. . 

Nous avons enfin cherché A nous assurer de la non-spécificité 
de cette réaction. Nous avons donc préparé des sucs de cals 
de cultures aseptiques de carotte, des sucs de tiges saines d’an- 
thémis et des sucs de tumeur et de tige saine de P. zonale, en 
procédant comme nous avons l’habitude de le faire, c’est-d-dire : 
broyage au mortier de poids frais identiques des différents tissus 
en présence de sable de Fontainebleau : 10 parties d’eau distillée 
pour 1 partie de matériel végétal, temps de diffusion de quinze 
minutes, centrifugation. Nous avons constaté que le suc de tumeur 
el le suc de tige.saine de P. zonale précipitent aussi bien l’un 
que Vautre les sucs de carolle et. d’anthémis (8).. Signalons 
encore que le suc de tige saine de P. zonale ajouté au suc de 
lige saine de la région proche d’un Crown-gall de P. zonale 
(région résistante aux réinoculations de P. tumefaciens) ne forme 
pas de précipité, mais que, par contre, le suc d’une fraction 
de tige saine résistante précipite avec le suc de tumeur ; il se 
comporte donc, a cet égard, comme le suc d’une fraction de 
lige saine non résistante. 
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_@) Le suc d’anthémis qui a été particuliérement étudié précipite avec 
l’acide tannique ainsi qu’avec le chlorure de calcium. 
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Discussion. 


Ainsi, la notion de terrain, dont la définition est si obscure Ria): 
en pathologie infectieuse animale se trouve, dans notre cas, for- oan 
mulée fondamentalement. Cette carence des cellules résistantes So ee 
se trouve, par ailleurs, en plein accord avec les résultats des expé- RY? 
riences que nous avons réalisées avec L. Kofler [2, 40] dans les- Bi 
quelles des plantules de pois privées de leur cotylédons et ino- ages 


culées avee P. tumefaciens’ pathogéne ne présentaient qu’une 


tumorisation pratiquement nulle. Les travaux de Dufrénoy [9] as 
confrontés avec les nétres indiquent une certaine unité d’action . 
dans la résistance des Plantes aux infections et n’interdisent pas de aN 
penser que, d’une facon générale, les phénoménes de cicatrisation 
et, plus généralement, de catabolisme irréversible, sont a la base de 
cette immunité. Si, dans des communications antérieures [1, 2, 3] 
nous avons indiqué que |’immunité dans le Crown-gall du P. zonale 
n’était.pas due a des anticorps du type zooimmunitaire (globu- 
lines), nous laissions toutefois la porte ouverte a.la notion d’anti- 
corps d’un autre type, a des substances inhibitrices de prove- 
nance tumorale (produits de détoxication). I] s’agissait d’une 
interprétation qui restait sous la tutelle d’analogies entre immu- 
nité chez les plantes et immunité chez les animaux. Pour autant 
qu’il pouvait étre légitime de considérer les faits immunitaires 
sous l’angle d’un cas particulier de la loi d’action et de réaction, 
Vextension de la notion d’ « anticorps » se trouvait validée ; 
autrement dit, l’immunité dans le Crown-gall du P. zonale nous 
paraissait’ plausiblement liée a l’apport de quelconques sub- se 
stances non protéiques.. La réalité qui se définit au terme-de notre 
étude expérimentale indique :qu’au contraire l’avortement des 
processus pathologiques typiques (tumorisation) est lié princi- 
palement 4 un état déficient des tissus, état dont les facteurs sont 
qualitativement inconnus. La disjonction est donc nettle ; elle ne® 
saurait évidemment mettre en cause l’unité des phénoménes bio- 
logiques, car cette unité se définit par ses modalités mémes. 


RESUME. 


1° Nous avons insisté sur les caractéres différents que présente 
l’agelutination du Phytomonas (Bacterium) tumefaciens par les 
sucs tumoraux (Crown-gall) et de tige saine du Pelargonium 
zonale suivant |’ état vivant ou tué des bactéries : si le phénoméne 
est de caractére uniquement physico-chimique avec les bactéries 
iuées, il se complique avec les bactéries vivantes de leurs réac- 
tions métaboliques. ; 

2° Les conditions de pH d’extraction de ces deux sucs ou le pH 
de. solutions d’acide tannique a l’éther retentissent également sur 
’intensité et l’allure des agglutinations bactériennes. 


See ao fy 
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3° Nous avons également extrait l’acide géranialannique du 
P. zonale et réalisé avec ce tanin des agglutinations du P. tume- 
faciens. : 

4° L’agelutination par les sucs sains ou tumoraux du P. zonale 
n’est pas spécifique: la réaction est positive avec un staphylo- 
coque citrin ét un colibacille. 

5° Nous avons mis en évidence le pouvoir anticomplémentaire 
de l’acide tannique ordinaire. 

6° Par dosages des tanins dans la tumeur et les différentes 
parties saines de la tige du P. zonale selon des techniques que 


nous avons antérieurement mises au point, et par des dosages - 


d’azote total dans ces mémes tissus, puis par considération, non 


tanins totaux ; tanins totaux 
—{————_ mais du rapport ——_—____; 
poids sec azote total 


nous avons constaté que ce sont les tissus résistant au réinocu- 
lations de P. tumefaciens qui ont l’indice le plus élevé. L’immu- 
nité n’est done pas due & de quelconques anticorps, elle parait liée 
principalement & une inanition des cellules connexes a la tumeur 
sous Vinfluence dun « pompage » par la tumeur des métabolites 
nécessaires & une tumorisation, associée a la présence de Vl acide 
géraniatanique. D’une facon générale, Vimmunité est assurée 
lorsque les conditions favorables & la cicatrisation l’emportent sur 
les conditions favorables 4 la tumorisation, elle revét donc un 
caractére métabolique, nous la nommons immunité par défaut. 
7° Nous avons également mis en évidence la précipitation du 
suc tumoral par le suc de tige saine. Dans la plupart des cas 
examinés, le précipité est constitué principalement par de ]’oxa- 
late de calcium ; dans d’autres cas, plus rares, par des complexes 
protéines-tanins ; cette réaction n’est pas spécifique. id 


plus du rapport 


Nous adressons nos sineéres remerciements au professeur 
“Magrou dans le laboratoire duquel nous avons travaillé. 


sf 
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EFFET DU PH DANS L'ACTION DES ACIDES GRAS 
SUR LA CROISSANCE MICROBIENNE 


par D. G. DERYICHIAN et M"* H. MOUSSET. 


Unstitut’ Pasteur.) 


INTRODUCTION. 


Le but du présent travail a été d’étudier plus particuliérement 
action de l’acide laurique sur la croissance de E. coli et non pas 
simplement son action bactéricide. Cette action a été étudiée en 
fonction du pH et en fonction de la proportion d’acide laurique ” 
présente dans un milieu de culture synthétique. 

De trés faibles quantités d’acide gras peuvent méme favoriser 
la croissance, mais cet effet ne se produit qu’en présence de 
protéines dans le milieu de culture [1, 2, 3, 4]. On sait que les 
acides gras se combinent aux protéines et aux autres lipides. La 
présence de telles substances dans le milieu de culture risque donc 
de fausser les conclusions que ]’on peut déduire de l’action des 
acides: gras sur les microorganismes, d’ou l’intérét d’opérer en 
milieu synthétique. 

L’action bactéricide des acides-gras, connue depuis hooeeenhel 
a été décrite par différents auteurs [5]. L’étude de V’action bacté- 
ricide des détersifs synthétiques (anions et cations actifs) en fone- 
tion du pH a été faite par plusieurs auteurs [6, 7]. En ce qui 
concerne les acides gras, l’action bactéricide a différents pH sur 
des bactéries Gram-positives ou négatives a été étudiée par 
A. H. Eggerth [8]. Mais, dans la plupart des cas, l’action bacté- 
ricide seule a été envisagée en réensemencant les microorganismes 
aprés les avoir simplement laissé séjourner de quelques minutes 
4 quelques heures dans une solution tamponnée du deétersif. 


RESULTATS. 


Les résultats que nous rapportons ici indiquent l'état d’avan- 
cement de la croissance dans le milieu de culture 4 un pH donné 
et en présence d’une quantité donnée d’acide Jaurique au moment 
ot, dans le tube témoin au méme pH, la culture atteint un 
degré de développement correspondant a la fin de la phase rapide 
de croissance. 
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L’ensemble des résultats a été rassemblé sur le diagramme de 
la figure 1. Les + représentent les milieux pour lesquels le déve- 
loppement est identique 4 celui du témoin au méme pH. Les — 
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sont relalifs aux milieux pour lesquels il y a eu croissance, mais 
4 un degré moindre que dans le tube témoin correspondant. Enfin, 
les O représentent les milieux pour lesquels aucun développement 
appréciable n’est apparu, alors que dans le tube témoin, la 
cullure avait atteint la fin de la phase rapide. de croissance. 

On voit que ces différents cas se groupent dans trois domaines 


= 
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relativement bien délimités. La zone 2 ne correspond qu’a une 
inhibition partielle de la croissance. En effet, nous avons vérifié 
qu’en réensemencgant le contenu des tubes correspondant a cette 
région, soit en bouillon, soit en milieu synthétique, on obtient 
une culture abondante dans le minimum de temps. Par contre, on 
peut se demander si la zone 3 correspond a une inhibition de 
la croissance ou 4 une action bactéricide. Nous avons donc réense- 
mencé les séries de tubes correspondants 4 pH 7,8. On constate 
que s’il y a action bactéricide au-dessus d’une concentration en 
acide laurique de 0,15 p. 100, pour les concentrations inférieures 


a celle-ci, il y a simplement action bactériostatique. 


Des expériences semblables ont été effectuées avec d’autres 
bactéries Gram-négatives pouvant étre cultivées en milieu synthé- 
tique. Nous avons obtenu des résultats semblables avec Proteus, 
Friedlander et Para B. De méme, une autre série d’expériences 
a été effectuée a 23° au lieu de 37°, sans montrer de dilférence 
avec les résultats obtenus a 37°. 


CONDITIONS D’EXPERIMENTATION. 


Les expériences ont été faites avec Escherichia coli (souche 


Monod) dans le milieu synthétique couramment employé [9], dont — 


nous rappelons la composition par litre de solution aqueuse : 


Phosphate monaepotassique vs) oe Scere 5 certs oe, se 43,6 g. 
Chiorureale: potassium. =) eta oes ee teks Peeks ey 0 
Sifatovd MMM ONIN, wee eee ys Beer) seco sa tle ey ete 0 
Suiitaterde, miASNesiiUMso aa abo seyts Mes of etucnee a lesbo: le 0 
CULT atecd Oaber sar il alerts ee ee aS. Ke Lie ces poll op y rasan 0. 
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Le citrate de fer et le chlorure de calcium sont ajoutés stérile- 
ment au moment de l’emploi. L’ajustage au pH voulu a été effet- 
tué en ajoutant de la potasse. 

On sait que les sels de sodium des acides gras saturés sont 
insolubles 4 la température relativement basse de 37° ow se fait 
Vexpérience [40]. Nous avons done utilisé comme ion alcalin 
presque exclusivement le potassium. En présence de la quantité 
incomparablement plus grande d’ions potassium, la concentration 
trés faible d’ions Ca++ et Fe++ existant dans le milieu ne pouvait 
produire la précipitation de l’acide laurique. L’aliment carboné 
a été fourni sous forme de lactate de potassium (3 g. par litre) 
dans la plupart des cas. Dans quelques cas, on a ulilisé le glu- 
cose (6 g. par litre). Les résultats sont comparables.- 

La culture étant agitée continuellement pendant la durée de la 
croissance, le pH ne subissait pas de variations supérieures, a 
0,3 unité entre le début et la fin de l’expérience. En tout cas, 
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les valeurs figurant sur le diagramme indiquent Je pH mesuré 
en fin d’expérience. 

L’acide laurique était incorporé stérilement sous forme de Jau- 
rate de potassium dans des séries de tubes dont les pH variaient 


de 6,5 a 8,4, de facon a réaliser toute une gamme de concen- 
2 trations en acide laurique pour chaque valeur de pH. 

~ at : ope “1°: 
Afin de ne. pas risquer de modifier le pH du miheu lors di 
addition de la solution mére de laurate de potassium, on a 


| amené celle-ci par addition de HCl au voisinage du pH étudié 
dy avant de la répartir. En fait, suivant le pH et la proportion, on a 
a affaire 4 des solutions ou des suspensions d’acide laurique a 
cs l'état de se] plus ou moins acide. Mais le titrage électrométrique 
de ces suspensions montre que tous les groupes COOH de l’acide 
gras, qu’ils soient ou non en solution, interviennent dans l’équi- 
libre ionique du milieu [44]. 

La partie de la courbe a (fig 1) comprise entre pH 6 et pH 7,5 
coincide A peu prés avec la courbe de solubilité de l’acide laurique 
en fonction du pH. La courbe entiére de la solubilité en fonction 
du pH [412] est reproduite en pointillé sur la figure 2. On voit 
que pour une grande partie des domaines 2 et 8 de la figure 1, 
la proportion en acide laurique est bien au-dessus de la con- 
" centration en acide Jaurique soluble. Eggerth [8] aussi fait res- 
sortir dans son article que pour les quantilés d’acide gras utilisées 
pour produire l’action bactéricide sur les microorganismes Gram- 


) négatifs, une bonne partie de l’acide est sous, forme de précipité. 

; La comparaison avec des tubes témoins non ensemencés permet, 

t maleré la présence du précipité, d’apprécier la croissance micro- 
bienne. 

J ’ , ° ° . . . 

L’ensemencement était fait & partir d’une dilution d’une culture 


de vingt-quatre heures en milieu synthétique ; la concentration 
microbienne finale dans les tubes en expérience au moment de 
l’ensemencement est 10—* fois plus petite que celle de la culture 
de vingt-quatre heures. 


Discussion. 


Nous avons dit que la courbe a, séparant la région 1 de la 
région 2, se confond a peu pres avec la courbe de solubilité de 
l’acide laurique, déterminée dans un autre travail [42]. Il semble 
done que l’action inhibitrice sur la croissance ne puisse s’obser- 
ver que si le milicu est saturé en acide laurique. Mais la courbe 
de solubilité ne coincide avec la courbe a que jusqu’aux environs 
de pH 7,6; pour les pH plus élevés, elle continue a monter 
Soe pointillée de la figure 2) et pénétre dans la région 3 

: ie 9 ° . . . \ 
duit ménie. pour Ade koneentrailing Gh RutiGl eta gaa 
4 la saturation. Mais a pH 7,5, un autre f vente anal 

105 phenoméne apparait. 
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La transition entre la région 2 et la région 8 se produit le long 
de la courbe b (fig. 1), présentant une partie verticale précisément 
vers pH 7,5. Or, cette valeur du pH a une signification importante 
en ce qui concerne le degré d’ionisation de l’acide laurique, ainsi 
que le montre le titrage électrométrique des solutions de. laurate 
de potassium a différentes concentrations [44]. Disons simplement 
ici que, au-dessus de pH 7,6, Vionisation de l’acide gras est dif- 
férente de ce qu'elle est au-dessous. Ainsi, c’est également au- 
dessus de pH 7,6 que l’action sur les microorganismes change et 
que se produit l’inhibition totale. Cette corrélation avec |’ionisa- 


‘tion est & rapprocher de la conclusion 4 laquelle ont abouti 


Albert, Rubbo, Goldacre, Davey et Stone [43] en ce qui concerne 
Vaction bactéricide des dérivés de lacridine. Ces auteurs ont 
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montré que, parmi 107 dérivés de l’acridine, seuls les composés 
dont Vionisation est élevée sont nettement bactéricides, 

Les courbes des figures 2 ect 3 ont été redessinées a partir des 
données de l’article d’Eggerth. Celle de la figure 2 indique les 
proportions d’acide laurique au-dessus desquelles il y a action 
bactéricide sur Staphylococcus aureus. Des résultats comparables 
ont été obtenus par ce méme auteur et par Valette et Liber [44] 
avec d’autres microorganismes Gram-positifs tels que Strepto- 
coccus pyogenes, Or, cette courbe est trés voisine, du moins 
dans sa partie inférieure, de la courbe a de la figure 1 qui déli- 
mite Paction bactériostatique sur f, coli. On peut dire que, bien 
qu’il n’y ait pas d’action bactéricide au-dessous de pH 7,6, lors- 
qu'il s’agit de Gram-négatifs, l’effet simplement bactériostatique 
se manifeste suivant la méme courbe que l’action bactéricide sur 
les Gram-positifs. 

La courbe de la figure 3 indique les proportions d’acide lau- 
rique au-dessus desquelles il y a action bactéricide sur EF. typhi. 
On voit que l’allure de cette courbe est totalement différente de 
celle relative aux Gram-positifs (fig. 2) et qu’elle ressemble et se 
rapproche de la courbe b du diagramme de la figure 1. Ainsi 
l’inhibition totale avec FE. coli se produit dans un domaine dont 
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le contour rappelle celui du domaine de l’action: bactéricide du 


méme: acide laurique: sur EB. typhi étudié par Eggerth : dans les 
deux cas, les concentrations 4 partir desquelles: un effetise mani- 
. feste, décroissent avee les pH croissants: I] s’agiti seat: deux 
cas de Gram-négatifs, 


Tout se passerait done comme’ si ‘4b y avait; suivant ia Yom se 
trouve au-dessus de pH 7,6 ow au-dessous, deux modes: d’ interac- 


_ tion entre Vacide gras et les microorganismes, qu'il s'agisse: de. 
Gram-positifs ou de Gram-négatifs. Mais. seule Bie ou: Vautre 
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de ces interactions serait fatale suivant. que le microorganisme 
est. Gram-positif ou Gram-négalif. 


Nous remercions M. J. Monod pour les sugg estions qu'il nous 
a faites. Nous remercions aussi M"® M. Devot pour l’aide technique 
qu'elle nous a apportée au cours de ce travail. 
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SUR UN NOUVEAU PROCEDE 
D'OBTENTION DES LEUCOCYTES 
A PARTIR DU SANG CIRCULANT 


par R. ROBINEAUX, J. LEBRUN, R. wy oben ge A. DELAUNAY (°). 


(Travail du laboratoire de recherches de M. le professeur agrégé 
Kourmsky, hdpital Foch, Suresnes, de UInstitut Pasteur, 
annexe de Garches, D® Detaunay. Avec l'aide de l'Institut 
National d’Hygiéne, du fonds d’études de la Société Médicale 
des Hépitaux de Paris et du C. N. R.S.) 


La découverte des sulfamides et des antibiotiques a fait quel- 
que peu oublier l’importance des leucocytes dans les processus: 
d’immunité. Il n’en reste pas moins vrai, pourtant, que dans 
lorganisme infecté, ces cellules exercent une action capitale et 
qu’elles ne restent pas inactives, méme dans les cas ot la gué- 
rison est essentiellement l’ceuvre de la chimiothérapie. Leur étude 
mérite done d’étre activement poursuivie. 

Nos recherches en cours sur la physiopathologie des leucocytes 
nous a conduits 4 mettre au point une nouvelle technique d’ob- 
tention de ceux-ci 4 partir du sang total, parfaitement applicable 
i homme, et aussi a |’animal. 

On connait les moyens classiques pour isoler les globules 
blanes : 

Chez lV'animal (cobaye, rat, lapin, chien...), il suffit d’injecter 
dans la cavité péritonéale ou pleurale une certaine quantité de 
bouillon peptoné stérile pour retirer, aprés quelques heures, par 
ponction de la séreuse, un exsudat trés riche en polynucléaires 
mélés 4 quelques macrophages. I] s’agit de polynucléaires inflam- 
matoires dont les caractéres eyto-chimiques, remarquons-le en 
passant, différent de ceux du sang circulant. 

Chez Vvhomme, la difficulté est beaucoup plus considérable. Le 
seul matériel dont on dispose, en général, est le sang circulant. 
A ce sujet, diverses techniques ont été proposées. 

_La plus simple consiste a centrifuger le sang citraté pendant 
dix minutes a 2.000 tours et A prélever la couche intermédiaire: 
entre le plasma et les globules rouges; elle renferme les leuco- 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 7 juillet 1949. 
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cytes et les plaquettes. On peut d’ailleurs se servir de tubes a 
centrifuger spéciaux, que Bessis a décrits et qui comportent une 
partie rétrécie ou viennent se placer cellules et plaquettes, ce 
‘qui facilite le prélévement [4]. ; 

- On peut, pour obtenir des quantités plus considérables, centri- 
fuger le sang dans un tube de gros calibre, prélever la couche 
intermédiaire, qu’on purifie par centrifugation dans des tubes de 
section progressivement décroissante ; on recucille ainsi des leu- 
cocytes de moins en moins mélés a’ hématies. 

Sir A. Wright [2] a décrit une méthode de Fitration a travers 
un filtre de papier dont la face supérieure retient les leucocytes. 

A. Fleming [8] a proposé d’utiliser les leucocytes qui adhérent 
& Ja paroi de tubes capillaires ayant contenu du sang. Il a éga- 
lement construit un tube en U comportant une partie rétrécic ~ 
ou un tampon d’ouate retient les leucocytes lorsque du sang tra- 
verse Sous pression cette sorte de filtre [4]. 

On a enfin proposé, pour séparer les deux couches de leuco- 
cytes et d’hématies, de faire la centrifugation dans un milieu dif- 
férentiel de densité intermédiaire entre celles des deux variétés 
de globules, ce qui permet, théoriquement, de prélever facile- 
‘ment une purée leucocytaire exempte d’hématies (F. Spear) [5]. 

Toutes ces techniques, difficultés de réalisation mises 4 part, 
présentent de gros inconvénients lorsqu’on cherche a obtenir des 
‘leucocytes en parfait état pour l'étude cyto-physiologique. La 
«centrifugation rapide et prolongée altére indiscutablement les 
globules et, surtout, fournit une véritable « couenne » a partir de 
Jaquelle il est pratiquement impossible d’obtenir une suspension 
homogéne de cellules non agrégées. Quant aux méthodes de fil- 
‘tration, elles fournissent beaucoup trop peu de leucocytes. C’est 
pourquoi nous nous sommes efforcés de mettre au point une 
nouvelle technique: elle associe 4 une centrifugation modérée 
différents artifices de sédimentation. Nous lui décrirons deux 


temps : 


De sédimentation, 
De _ séparation. 


1° PREMIER TEMPS, OU DE SEDIMENTATION, 


Ouand on Jaisse sédimenter un sang 4 vitesse de sédimentation 
accélérée, ‘celui d’un tuberculeux évolutif, par exemple, les glo- 
bules rouges tombent trés rapidement. Les agrégats les plus volu- 
mineux arrivent les premiers au fond du tube ; les autres d’autant 


moins vite qu’ils sont plus petits. Quant aux globules blancs, ils 
restent, pour la plupart, en suspension dans Je plasma, Si on 


préléve ce plasma et qu’on le centrifuge, on obtient un culot trés 
riche en globules blancs et en plaquettes. 
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frottis des éléments figurés, mais est trés imparfaite pour Ja 
cyto-physiologie, en raison de la présence dans le milieu de glo- 
bules rouges d’ailleurs altérés en quantité notable. 

Notre but a été de séparer complétement les globules blanes- 
des globules rouges restants, en mettant en ceuvre un deuxiéme | 
arlifice de sédimentation faisant iftervenir a la fois, comme nous _ 
le montrerons : : 

Les plaquettes, a 
La charge électrique propre des globules. 


Tecnniour. — Le sang, quel qu'il soit, est prélevé sur héparine — 
ada dose de 0,0001 par centimetre cube. 

Deux cas sont a considérer, selon que les sangs sont a sédi- 
mentation rapide ou lente. . 
a) SANGS A SEDIMENTATION RAPIDE. — Il n’est pas besoin, st 
l'on étudie des globules blanes provenant de sangs a sédimen- 
tation rapide, d’ajouter une substance accélératrice. Il suffit de 
laisser s’opérer la sédimentation pendant trente a quarante-cing — 
minutes en la favorisant seulement : 
Par imclinaison dy tube a essai a 45°. Comme 1’ont, montré 
J. Barbier, G. Piquet et M"° Monchal [7], la vitesse de sédimen- 
tation en tube incliné est d’autant plus rapide que Je tube est 
plus étroit, en raison de la chute verticale, et non oblique, des- 
hématies. . 
En opérant Ja sédimentation a 37°. 


b) SANG A SEDIMENTATION NORMALE. — 1° Homme — A la suite 
des remarques de M. Guillot et A. Fiehrer [8], nous avons choisi 
comme substance accélératrice une solution a 8 p. 100 de poly- 
vinylpyrrolidone (Subtosan), de préférence a la gomme arabique 
ou a Ja gélatine. 

La concentration de 20 p. 100 (1 partie de S. pour 4 parties de 
sang) nous a paru tres satisfaisante. 

2° Cobaye. — On sait que la vitesse de sédimentation, élevée 
chez homme, est presque nulle chez les ruminants et faible chez 
les rongeurs. Aussi est-il nécessaire, comme nous l’ont montré 
nos expériences, quand on veut étudier les leucocytes du sang 
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circulant chez les animaux, d’utiliser des quantités de Subtosan_ 
plus importantes, de l’ordre de 50 p. 100 pour un sang de cobaye 
prélevé sur héparine par ponction cardiaque. 

Dans tous les cas, aprés adjonction d’une solution a 3 p. 1% 
de polyvinylpyrrolidone a la concentration de. 

20 p. 100 pour un sang humain, ou de 

50 p. 100 pour un sang de cobaye, a 
on laisse sédimenter dans un tube incliné a 45° assez étroit 
(1,5 em.) pendant trente 4 quarante-cing minutes a la température 
eo! ot. 

On préléve le mélange plasma-Subtosan, qui contient les glo- 
bules blanes, les plaquettes et les globules rouges les plus lents, 
on centrifuge pendant deux minutes 4 1.500 tours et on jette Je 
liquide de centrifugation. Le culot servira au deuxiéme temps de 
Vopération. 


2° DEUXIbME TEMPS, OU DE SEPARATION. 


a) Lorsqu’on reprend le culot de centrifugation par une goutte, 
puis 2, puis 3 jusqu’a 5 cm* environ d’eau physiologique a 
9 p. 1.000 a pH 7, en mélangeant soigneusement chaque fois, 
de facon 4 obtenir une suspension aussi homogéne que possible, 
on remarque que de nombreux agrégats sédimentent et tombent 
au fond du tube ; l’examen microscopique au faible grossisse- 
ment montre qu’ils sont constitués par les globules blancs et les 


plaquettes, collés les uns aux autres en volumineux paquets. 


_ Lorsqu’on a décanté le liquide surnageant et lavé les agrégats 


avec quelques centimétres cubes d’eau physiologique, on a com- 
plétement séparé les globules blancs des hématies qui pouvaient 
encore les souiller. 

Il suffit alors de laisser les agrégats dans l’eau physiologique 
pendant une heure environ, temps nécessaire pour que les throm- 
bocytes, trés fragiles, perdent leur pouvoir agrégeant. On obtient 


ainsi, par simple agitation, wne suspension parfaitement homo- 


géne de leucocytes. Au besoin, par une centrifugation douce, on 
éliminera une grande partie des plaquettes qui, beaucoup plus 
légéres, ‘resteront en suspension dans le liquide ‘surnageant. 

b) Afin de reprendre le culot de centrifugation par de leau 
physiologique, on a dd décanter le liquide surnageant. 

Ce dernier ‘contient encore des globules blancs et des hématies 


qui vont continuer de sédimenter. On observe alors un phéno- 


méne apparemment paradoxal. 

Ge ne sont plus Jes :globules rouges qui sédimentent les pre- 
miers, ‘mais Jes globules blancs, et cette propriété permet, une 
fois les agrégats isolés, de poursuivre |’extraction des leucocytes 
du mélange. Ce jphénoméne a pour ‘cause des différences de 
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charge électrique, comme nous avons pu Je montrer avec 
we Bazin. Nous aurons l'occasion de revenir sur ce point dans 
une note ultérieure. 


CoNCENTRATION DES SUSPENSIONS AINSI OBTENUES. — En partant 
d'un sang normal, qui renferme entre 6 et 9.000 globules blanes: 
par millimétre cube, on obtient facilement 3 4 4 cm* dune sus- 
pension contenant 20 & 30.000 globules blancs par millimétre cube, 
ce qui suffit aux besoins des recherches cyto-chimiques ou cylo- 
~ physiologiques. 

Bien entendu, si l’on opére avee un sang leucémique, c’est une 
véritable purée globulaire qu’on obtient sans aucune difficulté. 

Cette technique nous parait présenter les avantages suivants : 

Elle n’utilise qu’une centrifugation minime — 1.500 tours pen- 
dant deux minutes — suffisante pour recueillir la totalité des 
leucocytes et trop courte pour les agréger en une masse indisso- 
ciable. 

Elle ne nécessite pas de tubes spéciaux, mais seulement des 
tubes a centrifuger a fond rond de 3.cm. de diamétre. 

Elle ne nécessite aucun milieu différentiel difficile & se procurer 
comme la sérine de boeuf, ou délicat a préparer, comme la gomme 
acacia. La solution de polyvinylpyrrolidone, dont on se sert seu- 
Jement dans certains cas, est un produit courant. 

Elle permet d’oblenir des leucocytes pratiquement débarrassés 
dhématies, 

Surtout, elle fournit des cellules en parfait état. 


Nous AVONS LTUDDS LA VITALITE DE CES CELLULES : Immédiate- 
ment apres leur extraction, 

Aprés une heure de séjour a l’éluve dans des solutions de 
pH déterminé, ; 

Apres vingt-quatre heures de séjour a la glaciére en eau physio- 
logique. 

Nous avons utilisé, dans ce but, cing tests : 

1° L’examen direct-entre lame et lamelle ; 
° Les colorations vitales ; 
° L’étude de Ja migration des leucocytes en présence de 
grains d’amidon ; 

4° La phagocytose ; 

5° L’étude de la respiration & Vapparcil de Warburg, 
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a) Etar DES GLOBULES BLANCS APRES EXTRACTION, — 1° Le seul 
examen entre lame et lamelle suffit, a un ceil quelque peu exercé 
pour affirmer le parfait état des cellules. Elles ne sont pas gon- 
flées, leur noyau est invisible, _ 


90 . ot 
2° Ces globules blancs trailés par le rouge neutre (I goutle de 
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solution de rouge neutre au milliéme ajoutée a IV gouttes de sus-_ 


pension) montrent dans leur cytoplasme de magnifiques granu- 
lations rouge vif. 

3° Mis en suspension dans un milieu sérique frais, ces mémes 
globules apparaissent doués d’une haute sensibilité chimiotactique. 
Déposés sur une lame recouverte de grains d’amidon de pommes 
de terre (test de A. Delaunay [9]), ils se dirigent rapidement 
vers ces grains. 

4° Ils montrent de méme une activité phagocytaire. certaine. 
Placés au contact de staphylocoques, ils englobent la plupart de 
ces germes en moins d’une heure. 

5° Lorsqu’on étudie enfin la respiration de ces globules blancs 
a l'appareil de Warburg, on confirme leur vitalité. 

En milieu sérique homologue dilué au demi par de l'eau phy- 
siologique, leur activité respiratoire exprimée en millimétre cube 
d@oxygéne par million de cellules et par heure est de 0,48 
{moyenne de nos résultats, dont les chiffres extrémes sont 0,47- 
0,49). 


b) EvaT DES GLOBULES APRES UNE HEURE DE SEJOUR A L’ETUVE A 
37° DANS DES SOLUTIONS DE pH varié. — Nous avons utilisé les 
milieux suivants, dont nous avons vérifié le pH 4 l’électrode de 
verre immédiatement avant I’usage : 

Milieu de Wiirmser : Acide citrique : 3 g., NaOH : 1 g., eau 
physiologique : 100 cm’; pH : 4,5. 

Eau physiologique a9 p. 1.000, pH: 7. 

Eau physiologique a 9 p. 1.000 bicarbonatée 4 10 p. 1.000, 
pH 8,3. 

Voici, résumés dans un tableau, les résultats que nous avons 
obtenus. Nous avons noté l’état des cellules et l’intensité du 
taclisme en présence de grains d’amidon. apres resuspension des 
leucocytes dans du sérum frais. 

Bien entendu, le sérum homologue constitue le meilleur milieu 
de conservation. 


INTENSITE 


MILIEUX ETAT DES CELLULES Abie Uae pn 
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Eau .. Mien ea et Trés bon. 


Eau bicarbonatée. ... . . 8,3 |Les leucocytes sont agglu- 
tinés en une masse gélati- 
neuse indissociable. 


Sérum sanguin homologue .| 7,8 |Trés bon. . 


Ainsi, aprés un séjour d’une heure 4 37°, les globules blancs 


ont subi des altérations diserétes dans un miliéu acide, sont en 


pHystoLocique A pH 7. — Aprés vingt-quatre heures de conser- 


ae 


parfait Glat dans l'eau physiologique et présentent une agglutina- 
tion massive en eau bicarbonatée, Pareil fait souligne la nécessité 
de n’utiliser que des solutions de pH neutres pour l’extnaction 
des leucocytes. 3 


c) Erar DES GLOBULES BLANCS APRES VINGT-QUATRE ET QUA- 
RANTE-HUIT HEURES DE CONSERVATION A LA GLACIERE A 4° EN EAU 
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vation, 50 p. 100 environ des leucocytes sont.encore en bon état. 
et susceplibles d’un beau chimiotactisme en milieu sérique frais. 

Aprés quarante-huit heures, 20 p. 100 des cellules ont résisté 
el sont encore capables de migration vers les grains d’amidon. 

Ces épreuves ont été faites pour montrer la persistance in vitro, 
pendant plusieurs heures, d’une excellente vitalité, permettant. 
d’utiliser des cellules en parfait état aux fins d’expérience. 

le nouveau procédé d’obtention de globules blancs que nous 
venons d’exposer nous a permis d’étudier : | 

La charge électrique des leucocytes ; 

Le réle du complément dans la physiologie du leucocyte humain, 

Le comportement du leucocyte humain en présence de ‘substances. 
ou de sérums toxiques, etc. rae 

Tous ces travaux feront l'objet de nos prochaines communica- _ 
tions, ’ a 
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Le nouveau procédé d’obtention des leucocytes proposé ici 
comporle les temps suivants : 

On laisse sédimenter 30 cm* de sang humain prélevé -par ponc- 
tion veineuse sur héparine dans un tube a essai incliné a 45° et 
placé a 87°, Au besom, 10 em* de sang ‘suffisent (cas du cobaye, 
par exemple). 

On peut hater Ja sédimentation au moyen d’une solution de- 
polyvinylpyrroliidone a 3 p. 100 (4 parties de sang humain ou 
2 parties de sang de cobaye pour une partie de solution de poly- 
vinylpyrrolidone). 

Au bout de trente & quarante-cing minutes, la majorité des. 
globules rouges reposant au fond du tube, on préleve le milieu 
surnageant qui renferme tous les leucocytes, toutes les plaquettes 
et encore quelques hématies. © * hae 

Ce milieu est centrifugé pendant deux minutes faible vitesse, 
puis on recueille le culot. ; 

Ce culot est repris par 5 em? d’eau physiologique a 9 p. 1.000° 
‘1 pHt 7 ajoutée goutte A goutte. On laisse sédimenter et, au bout 
d'une demi-heure, on décante le liquide et recueille les agrégals 
qui sont au fond du tube. On les lave deux fois A eau physio- 


ee 
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ment une enegoheich de apnea cue een les plaqueltes ; 
vat perdu spontanément leur pouvoir agrégeant). \ 
Le liquide décanté, qui contient les globules rouges et encore ; 
ho ANE globules blancs, est remis 4 sédimenter.. Les globules. 
> ~~ blanes tombent plus vite au fond que les globules rouges. On 
- obtient ainsi un culot ow les leucocytes dominent: 
‘Les cellules obtenues dans ces conditions sont dans un état dé 
4 vitalité remarquable et, comme nous le montrerons dans une pro- 
~ chaine communication, peuvent parfaitement servir pour des _ 
Sera epee ees eytophysiologiques. 
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ETUDES SUR LE MECANISME 
DE LA FERMENTATION ACETONO-BUTYLIQUE 


1. — SYNTHESE D’ACIDE BUTYRIQUE A PARTIR DE PYRUVATE 


par Grrmainr COHEN-BAZIRE et Gsorces N. COHEN. 


(Institut Pasteur. Annexe de Garches. 
Laboratoire de Chimie bactérienne.) 


On admet généralement que le pyruvate est un intermédiaire 
dans la plupart des fermentations bactériennes. Cependant, son 
role en tant qu’intermédiaire dans les fermentations butyrique et 
acétono-butylique a été mis en doute. 

Kluyver [4] et Simon [2, 3] pensent que le pyruvate n’est pas 
un intermédiaire dans ces fermentations, parce que ni acide 
butyrique ni butanol ne sont formés en quantités notables a partir 
de ce composé avec Clostridium acetobutylicum. Johnson, 
Peterson et Fred [4] pensent que l’on ne doit pas s’attendre a 
une formation substantielle de corps en C, a partir du pyruvate, 
vu état d’oxydation élevé de ce corps. 

Cependant, Osburn, Brown et Werkman [5], utilisant Cl. buly- 
licum, ont montré que le pyruvate est fermenté en acide butyrique 
et ont présenté des arguments en faveur de la nature intermé- 
diaire du pyruvate dans le catabolisme du glucose par cet orga- 
nisme, Wood, Brown et Werkman [6] font remarquer qu’il est 
trés improbable que les fermentations produites par Cl. acelobu- 
fylicum et Cl. butylicum possédent des mécanismes essentielle- 
ment différents ; en effet, elles sont pratiquement identiques, a 
ceci prés que la premiére donne naissance A de l’acétone et la 
seconde a de l’isopropanol. 

Le mécanisme de la formation de l’acide butyrique et du 
butanol reste done assez obscur. 

Depuis que Fitz [7] introduisit, en 1876, le concept de la conden- 
sation de deux molécules d’acétaldéhyde en acétaldol, 


CH,CHO + CH,CHO ----- > CH,CHOHCH,CHO 
et de la transformation ultérieure de ce dernier en acide butyrique 


et en butanol, cette théorie a rencontré de nombreux partisans, 
Citons Kluyver [4], Donker (8], Van der Lek [9], Bernhauer et 
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Kirschner [40]. Cependant, l’acétaldéhyde n’a jamais pu étre 


“isolée au cours de la fermentation acétono-butylique [5, 44, 42]. 


Le travail de Neuberg et Arinstein [43] constitue la seule excep- 
tion possible, mais'la pureté de leur souche a été contestée par 
Peldan [42]. D’autre part, Johnson, Peterson et Fred [4] et 


Bernhauer et Kurschner [410] ont montré que l’acétaldol est toxique 


et qu’il n’est pas attaqué, méme en solution trés diluée. 

Neuberg et Arinstein [43] ont présenté un schéma, adopté par 
Peldan [412] qui imvoque l’existence d’un aldol pyruvique comme 
intermédiaire. Peldan pense que lion Cat+ facilite la formation 
de ce dernier 4 partir du pyruvate, celui-ci ne donnant du buty- 
rate qu’en présence de Ca++. Ce dernier résultat n’a.pu étre 
retrouvé par Simon [3]. 


Dans ce travail, nous montrons que la production d’acide buty- 


rique 4 partir de pyruvate est un caractére dépendant essentiel- 
lement de la souche utilisée ; certaines souches ne produisent 
& partir de ce substrat que de l’acétate, alors que d’autres pro- 
duisent du butyrate et de l’acétate. 

Nous avons étudié les modalités de la formation du butyrate & 
partir du pyruvate par diverses souches. 


PARTIE EXPERIMENTALE. 


Soucnes utTitistes. — Clostridium butyricum Prazmowski,,. 
var. saccharobutyricum Schattenfroh et Grassberger, souche GR4. 
Les caractéres de cette souche ont été donnés dans une publica- 


‘ion antérieure [44]. 


Clostridium acetobutylicum (Weizmann), Mc Coy, Fred, Peterson 
et Hastings, souches PC,,, FD,,, Ly. 


OBTENTION DES SUSPENSIONS BACTERIENNES. — Les organismes 
sont cultivés sur bouillon a base de digestion pepsique de viande- 
et de foie glucosé a 2 p. 1.000. Un litre de ce milieu est ensemencé 
avec 10 a 20 ml. (suivant le germe) d’une culture agée de dix- 
huit heures, puis placé a 37° pendant dix-huit heures. Les orga- 
nismes sont alors centrifugés, lavés une fois avec 20 ml. d’eau 
physiologique stérile préalablement désaérée et sont remis en sus- 
pension dans la quantité désirée d’eau physiologique. Une cer- 
taine quantité de suspension (1 ou 2 ml. suivant les expériences), 
dont la correspondance en milligrammes d’azote est déterminée 
pour chaque expérience, est placée dans chaque tube. Le ren- 
dement en organismes pour une souche donnée varie peu d’une 
expérience a I’autre. 

Le tampon, les substrats, les inhibiteurs, l’eau distillée sont 
ajoutés stérilement en raison de la longue période d’incubation 
(vingt heures). Les tubes sont étirés, puis scellés sous vide et 
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placés 4 37°. Aprés vingt heures @incubation, les diverses déter- 
iimations sont effectuées. } 
Acides volatils. — Suivant les cas, la totalité ou une partie 


aliquote de chaque tube est acidifi¢e par 5 ml, d’acide tartrique 


a 40 p. 100 et entrainée a la vapeur d'eau: On recueille 130) ml. 
de liquide. Une partie aliquote (20 ml.) est utilisée pour la déter- 
mination en double de l’acidité volatile totale avee de la soude 
N/10. Les 110 ml. restants sont analysés suivant la méthode: de 
Duclaux pour déterminer Ja nature et les proportions des divers 
acides. . 

Dosages d’azote. — Micro-Kyjeldahl. 

Dosages de pyruvate. — Méthode de Clift et Cook [45]. Quand 
le milieu a analyser contient, de l’arsénite, on emploie la méthode 
de Straub [46]. 

Dosages d’acide lactique. — Méthode de Friedemann, Cotonio 
et Schaffer [47], dans l'appareil de Lieb et Zacher! [48]. 


Composis urmisés. — Pyruvate de sodium, Hoffmann-La Roche. 
Arsénite de sodium Prolabo. Fluorure de sodium) Prolabo. Péni- 
cilline G Specia. Le monofluoroacétate de sodium nous a #té 
donné par le D™ E. S.'G. Barron, de l'Université de Chicago et 
Ja protoanémonine (solution au 1/500) par le D* Harold Baer, 
the Presbyterian, Hospital, New-York, Nous sommes heureux de_ 
les remercier ici pour leur amabuilité, 


R&sULTATS EXPERIMENTAUX. — A. Nalure des acides volatils 
oblenus & partir de pyruvate en fonction des souches utilisées.. — 
Les divergences de la littérature mentionnées plus. haut pro- 
viennent probablement du fait de l'utilisation de souches  diffé- 
rentes par les divers auteurs. Ainsi, on voit, dans le tableau: I, 
que les suspensions. des souches GR, et FD, donnent de Vacétate. 
et du butyrate 4 parlir de pyruvate, alors que les suspensions 
des, souches. PC,, et Li, ne donnent que de l’acétate dans les 
mémes conditions. On retrouve dans le premier cas. les. résultats: 
f Gebrarn et al., dans le second ceux de: Kluyver, de) Johnson, 
Peterson, et Fred et de Simon. Or, toutes. les souches: que: nous: 
avons ulilisées se comportent. en culture comme des: ferments 
butyriques ou acétono-butyliques normaux, | 

Nous appellerons par la suite souches « diéficientes » celles 
dont les suspensions: sont incapables de fournir du butvrate & 
partir de pyruvate, les autres souches étant appelées « normales: », 
_L’addition d’aneurine, de riboflavine, d’acide ow d’ amide: nico- 
tis Ria ter Siogstey adénylique, d’ NFP, de panto- 

» de diphosphopyridine nueléotide, de coenzyme A, 
de coenzyme A + ATP n’a pas permis aux suspensions « défi- 
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- cientes » de la souche PC,, d’effectuer la transformation 
pyruvate —> butyrate. 


ee 
s ie 
— ‘TAaBLEau I. — Pyruvate initial, 4.000 micromoles; volume total : - 
x 20 ml.; tampon phosphates, M/30 a pH 7; température 37°; durée tae 
de l'incubation, 20 heures. La quentite d’azote bactérien en mil- Pai 
ligrammes par tube figure entre parenthéses sous le nom de la iio? 
souche. le 
a i a 
3 Y é : i 
ve pan Pits waieie UOT SINS ACETATE” |. BUTYRATE \ 4 
SOUCHE p- 100 Rete rs 
Micromoles Micromoles svc wig 
4 r) i 5 ex 
= GR, 2.700 4.820 750 4.070 Al pease 
(6 mg.), AS 
3 GR, 2.630 1.690 |} 760 930 "45 ae 
(5,3 mg.) 
GR, 3,364 1.420 880 540 62 hone 
d (7,3 mg.) 
GR, 3.470 4.473 845 628 87 ie 
(3. mg.) . 
GR, 3.673 2.045 856 Bah ws} AQ 
(7,5 mg.) ; ( 
GR, 3.298 d 4525 933 592) } 64 fea 
(10 mg.). + (i 
FD 4 339 446 893 33 
(5,6 mg.). 
FDy 4.027 | 555 472 BA 
(6 mg.) , 
FDiy 738 332 406 45 
: (5, 8 mg.) 
PCig 953 440 843 et 
(3 mg.) 
PCyg 780 39 TH 5 
(2 mg.) . 
PCys 874 0 Bite she 40 
(3 mg.) 
PCy | 4.196 0 4,196 0 
(2,5 mg.) 
a De 4,872 450 4.722 8 
(4 mg.) 
Tea 4.560 4187 4,373 42 
(5 mg.) 


B. Production de lactate @ partir de pyruvate par les souches 


~) 
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« normales » et « déficientes ». — Toutes les souches ulilisées 
produisent, a partir de pyruvate, outre les acides volatils, une 
certaine quantité de lactate : voir Tableau II. 


‘Tasteau Il. — Mémes conditions que précédemment. 
5 PYRUVATE CONSOMME “LACTATE 
ROUEEs Micromoles Micromoles 
GR, 3.364 76 
(7,3 mg.). 
GR 3.470 56 
(8 mg.). 
GR, 3.673 360 
(7,5 mg.). 
GR, 3.298 Ab 
(7 mg.). 
PCy. Qead3 214 


(4,3 mg.). 


C. Action des inhibiteurs sur la production de butyrate & partir 
de pyruvate par les souches « normales ». — 1° Arsénite de 
sodium. — Nous avons trouvé, avec Nisman et Raynaud [49], 
que l’arsénite de sodium, a la concentration de 10—*M, inhibe 
complétement la formation de butyrate a partir du pyruvate par 


Tasieau III], — Mémes conditions que précédemment. 
Concentration finale de l’arsénite 10-3 M. 


SF 


PYRUVATE CONSOMME APIS ACETATE 
SOUCHE Micromoles 
Micromoles 
SS eee ee ee ee 
| Is GR, 2.700 750 4.070 
(3 mg.). NS 
Id. + 1.700 0 | 1.183 
arsénite. 
Il. A GR, 760 930 
(5,2 mg.). 
Id. + 0 832 
arsénite. ' 
Ill. ’ GR, 800 
(10 mg.). ys 
Id. + 0 676 


arsénite. 
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les suspensions de la souche GR,, sans empécher notablement 
la formation d’acétate a partir de ce méme substrat. On trouvera 
dans le tableau III quelques-uns de nos résultats. 

2° Fluorure de sodium. — Cet inhibiteur ne modifie pas le 
rapport des deux acides. Il a une action inhibitrice sur l’acidité 
volatile qui varie de 8 4 57 p. 100 pour des concentrations de 
1,5 x 10—? M a3 x 10—? M, et suivant la densité des suspen- 
sions : voir tableau IV. On note une augmentation de la quantité 
de lactate formée en présence de cet inhibiteur. 


‘TasLeau IV. — Souche : GR, Mémes conditio is que précédemment. 
La concentration finale du fluorure figure dans le t- bleau. 


cc oO [<=] 
F cI a) 
2: S Efe g 3) iS) 
> & =s= < < 
5° ee al a e = i 
N BACTERIEN Gu | eore,S z oa S Se 
SUBSTRAT eh ase 2 = a pane 
par tube 5 am 
PANa 2, Mao Say > =m ed 8 
Micromoles Micromoles 


I. (7,3 mg.). | Pyruvate. | 3.364] 4.420] 880 | 340] 76 | 62 
Id. + FNa | 3.496 | 4.334 | 777 | 557 | 84] 58 


4,5 xX 40-2 M. 
Al (8 mg.). Pyruvate. 3 470 | 1.473 | 845 | 628 56 57 
Id. + FNa 2.909 858 | 544 317 148 62 

3><10—3 M. 
Il, (40 mg.). | Pyruvate. | 3.298] 1.525] 933 | 592 | 44 | 61 
Id. + FNa 3.290 | 1.400 | 906 494 94 64 

3X 10 25M: 

3° Monofluoroacétate de sodium. — Bartlett et Barron [20] ont 


montré sur des coupes de ceur, de rein et de foie, que ce corps 
réduit l’utilisation du pyruvate et provoque une accumulation de 
l’acétate, accompagnée d’une inhibition de la formation d’acétyl- 
acétate. Kalnitsky et Barron [24] ont ensuite montré que l’oxy- 
_ dation de l’acétate et du pyruvate par la levure est inhibée par 
le fluoroacétate. L’inhibition est beaucoup moins marquée avec 
E. coli et Coryneb. creatinovorans. 

Dans nos expériences effectuées avec une de nos souches « nor- 
males », le. monofluoroacétate & des concentrations de 10—? M 
et méme de 10-1 M n’a eu aucune action inhibitrice sur l’acidité 
volatile ou sur la production de butyrate : voir tableau V. 

4° Protoanémonine. — Des extraits d’Anemone pulsatilla pré- 
sentent une action antibiotique marquée vis-a-vis d’organismes 
Gram-positifs, Gram-négatifs et acido-résistants [22]. Baer, Hol- 
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Tasuzau V. — Mémes conditions que précédemment.Souche GR,. 
La concentration finale des inhibiteurs figure dans le tableau. 


oe 
Saat ial Re e 
3.3 e 3 Bot 
N BACTERIEN o23 & S aoe 
SUBSTRAT res B ape 
par tube Es 5 Om 
ao 3 
cs) Micromoles 
< 
I. (5,4 mg.). | Pyruvate. 4.248 416 832 33 
| Id. + fluoroacétate 980 | 400 550 42 
40—? M. 
1}. (6,6 mg.). Pyruvate. 1.483 296 887 25 
Id. + fluoroacétate 1.264 345 946 25 
40-1 M. ‘ 
Ill. (6,4 mg.). Pyruvate. 1.950 650 4.300 33 
Id. + protoanémonine; 1.326 490 §35 36 
240-3 M. 
Id. + protoanémonine 845 228 647 27 
4X 40-3 M. 
Des 2 (tings): Pyruvate. 1.027 553 472 54 
Id. + pénicilline : 832 | 490 342 60 
10.000 U.O. 


den et Seegal [23] ont montré que l’agent responsable de cetle 
action est la protoanémonine. Holden, Seegal et Baer [24] ont 
étudié l’action antibiotique de ce composé sur de nombreux 
anaérobies. Enfin, Baer [25] a montré que la protoanémonine 
inhibe la pyruvate oxydase de Proteus vulgaris. 

Avec nos suspensions « normales », nous avons trouvé avec une 
concentration en protoanémonine de 2 x 10-* M une inhibition 
de 82 p. 100 de l’acidité volatile totale & partir de pyruvate, Avec 
une concentration double, l’inhibition est de 57 p. 100. La nature 
et les proportions relatives des deux acides formés restent inchan- 
gées : voir tableau V. 

5° Peénicilline G. — 5.000 et 10.000 unilés Oxford de péni- 
cilline G n’ont ev aucune action, qualitative jou quantitative, 
sur la dégradation du pyruvate par les suspensions « normales » : 
voir tableau V. 

1). Etude en fonetion du temps de la fermentation du pyruvate 
par les suspensions de souches « normales ». — Au début de 
la fermentation, on ne trouve que de l’acétate, puis la quantité 


de butyrate eroit et le rapport butvrate/acétate atteint finalement 
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a des valeurs comprises entre 1/2 et 1/1, parfois supérieures : voir 
tableau VI. 
TasLeau VI. — Mémes conditions que précédemment. 


Temps d’incubation variables. 


=] 
E22 a 5 : 
Q re no I a | 
TEMPS 5a 3s 2 = 5 & iia 
SOUCHE ae B < els te E 
@'incubation Et 6 & ax 
< i=] 
i--} es) 3 | 
Micromoles 
7 GR, 90 minutes. 663 0 663 i) 0 
i 480 minutes.}| 949 316 633 0,5 33 
: 48 heures. | 2.458 4.079 -079 4 50 
a FD, 450 minutes. 468 478 290 0,6 38 
24 heures. .027 555 412 4,17 54 
GR, 450 minutes. 338 98 290 0,33 28 
330 minutes. 675 270 405 0,66 40 
30 heures. | 840 420 420 4 50 
GR, 420 minutes. |} 500 445 355 0,4 29 
(9 mg.) 20 heures. 813 423 390 4,08 52 
GR, 60 minutes. 390 130 260 0,5 33 
j (40 mg.) 480 minutes. 780 390 396 4 50 
22 heures. 914 484 430 ihe 53 
GR, 60 minutes.| 408 136 212 0,5 33 
(40 mg.) 240 minutes.| | 858 369 489 0,75 43 
22 heures. 936 496 440 4,4 53 
Discussion. 


1° La production de butyrate 4 partir de pyruvate par les 
suspensions de bactéries butyriques et acétono-butyliques est un 
caractére qui dépend essentiellement de la souche utilisée, ce qui 
explique les divergences trouvées dans la littérature 4 ce sujet. 

2° Les résultats de la fermentation du pyruvate en fonction du 
temps, bien que n’amenant pas la preuve formelle de Ja transfor- 
mation de l’acétate en butyrate, suggérent un tel mécanisme. 
A défaut d’admetire ce phénoméene, il faudrait envisager |’exis- 
tence de deux systémes enzymatiques distincts: un ne com- 
mencerait 4 agir que quelques heures aprés l’autre, la vitesse 
de la réaction qu’il catalyse augmentant progressivement, alors 
que l’enzyme responsable de la formation d’acétate agirait de 
plus en plus Jentement. Une telle interprétation, outre ce qu’elle 
présente de singulier, est en désaccord avec les résultats de 
Wood, Brown et Werkman [6] et de Wood, Brown, Werkman 
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et Stuckwisch [26] qui ont montré que l’addition d’acétate marqué 
sur le carboxyle avec du C,, a des cultures de Cl. butylicum et 
de Cl. acetobutylicum résulte en la formation de butyrate marqué 
en quantités sensiblement égales sur le carboxyle et en position 6. 

Sans affirmer que la réaction de condensation qui a lieu entre 
deux molécules d’acétate résulte en la formation d’acétylacctate, 


CH, — C*OOH + CH; — COOH —> CH; — C*O0 — CH, — COOH 


les auteurs [6, 26] admettent qu’une telle réaction rendrait comple 
de leurs résultats d’une maniére satisfaisante. 

Lipmann [27] fait valoir que le changement d’énergie libre d’une 
telle réaction est de + 16 kg.-calories, ce qui est considérable, 
mais que — 15 ke.-calories peuvent ¢tre fournies si l’on remplace 
un des deux acélates par une molécule d’acétylphosphate. La 
réaction : 

CH, — COOPO,H, + CH, — COOH —> CHI, — CO — CH, — COOH + POgHs 
; Aj =+ 16 —15 = + 1 kg.-calorie. 


devient alors une réaction réversible.. Rappelons que la réaction 
inverse, scission d’une molécule d’acétylacétate en une molécule 
d’acétylphosphate et une molécule d’acétate est réalisée par un 
extrait de T. kluyveri (Cl. kluyveri), comme Stadtman et 
Barker [28] l’ont montré. 

Dans un travail ultérieur, nous montrerons que l’acétylacétale 
est susceplible d’étre transformé en butyrate. 

Une note préliminaire [29] a déja été déposée a |’ Académie 
des Sciences. 

3° L’arsénite de sodium réalise une disjonction entre la pro- 
duction de |’acétate a partir de pyruvate et sa condensation ulté- 
rieure en corps en C,. 


Patsums. 


1° Les suspensions de cerlaines souches de bactéries buty- 
riques et acétono-butyliques produisent de l’acétate et du huty- 
rale a partir de pyruvate. Ces souches et ces suspensions sont 
appelées « normales ». 

Les suspensions d’autres souches, appelées « déficientes », ne 
produisent, comme seul acide volatil, que de l’acétate a partir 
de pyruvate, 

2° L’action de divers inhibiteurs sur Ja fermentescibilité du 
pyruvate par les suspensions « normales » a été étudiée. L’arsé- 
nite inhibe la formation de butyrate. 
38° L’étude de Ja fermentescibilité du pyruvate par les suspen- 
sions « normales » a montré qu’au début de la fermentation, il 
ne se forme que de l’acétate, puis que la proportion de butyrate 
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croit pour atteindre environ 50 p. 100 de l’acidité volatile totale. 
4° Toutes les suspensions « normales » ou « déficientes » pro- 
duisent, en outre, de l’acide lactique a partir de pyruvate. 
Ces résultats ont fait en partie l’objet de communications pré- 
liminaires [30, 34). 
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ETUDESISUR LE MECANISME 
DE LA FERMENTATION ACETONO-BUTYLIQUE 


Il. — SYNTHESE D’ACIDE BUTYRIQUE 
“A PARTIR DE LACTATE ET D’ACETATE 


par GEORGES N. COWEN et Grrmains CONEN-BAZIRE. 


(Institut Pasteur. Annexe de Garches. 
Laboratoire de Chimie bactérienne.) 


Plusieurs chercheurs sont arrivés 4 obtenir des cultures par 
enrichissement de bactéries butyriques en utilisant le lactate 
comme constituant principal de leur miheu; mais en culture 
pure, ces bactéries perdent leur capacité d’attaquer Je lactate, 
bien qu’elles soient toujours capables de croitre sur milieux a 
base de glucides. 

Cependant, Van Beynum et Pette [4] arrivérent a faire croitre 
ces organismes dans un milieu 4 base de lactate, mais seulement 
en présence d’une grande quantité d’autolysat de Jevure, 4 un point 
tel qu’il n’est pas possible de décider si c’est le lactate ou I auto- 
lysat de levure qui fournit la source principale d’énergie et de 
carbone. Les auteurs affirment étre dans l’impossibilité de savoir 
‘si la fermentation du lactate doit étre considérée comme un phé- 
noméne autonome ou comme liée aux fermentations glucidiques. 

Bhat et Barker [2] ont isolé des bactéries butyriques sur un 
‘milieu minéral additionné de lactate et d’autolysat de levure ; ils 
ont observé que la croissance est pratiquement proportionnelle 
‘sur ce milieu a Ja quantité d’autolysat de levure. Ils arrivérent a 
montrer que l’autolysat de levure peut étre, pour la plus grande 
part, remplacé par l’acétate, dont il contient toujours de petites 
quantités. Ils montrérent que les cultures du nouvel organisme, 
‘Clostridium lacto-acetophilum, ne décomposent le lactate qu’en 
fonction de l’acétate fourni. Ils vérifiérent que l’acétate est égale- 
‘ment décomposé et étudiérent l’influence de la concentration en 
acétate sur la formation du butyrate. Leurs bilans sont représentés: 


«Vune maniére satisfaisante par les équations suivantes : 


CH,CHOHCOOH + HJ0 —> CH,COOH + 2 H, +00, 
2 CH,COOH + & H ~> CH.CH.CH.COOH 4 2°H.0, 


Bh a 
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' 

Bhat et Barker ont montré qu'il est impossible d’utiliser plus 
d’une mole de lactate et d’acétate pour obtenir une mole de buty- 
rate. Cohen-Bazire et Cohen [8] ont montre, dans la premiére 
publication de cette série, que les suspensions de toutes les sou- 
ches, « normales » ou « déficientes », forment du lactate et de 
lacétate & partir de pyruvate. Il était intéressant de voir si, a 
partir de ces deux ‘substrats incubés simultanément avec des sus- 
pensions lavées, on obtenait des résultats analogues a ceux 
obtenus en croissance par Bhat et Barker [2] avec Cl. lacto-aceto- 
philum. En d’autres termes : 

1° Le lactate seul est-il fermenté par les suspensions bacté- 
riennes > 

2° L’est-il en présence d’acétate ? Dans ce dernier cas, y a-t-il 
une différence de comportement entre les suspensions « nor- 
males » et « déficientes » vis-a-vis de cette réaction particuli¢re ? 


Parric EXPERIMENTALE. 


Soucues vurriiskes. — Clostridium butyricum Prazmowski, 
var. saccharobutyricum Schattenfroh et Grassberger, souche GR,. 
Les caractéres de cette souche « normale » ont été donnés dans 
une publication antérieure [4]. 

Clostridium acetobutylicum (Weizmann) McCoy, Fred, Peterson 
el Hastings, souche PC,, (souche « déficiente »). 

Oblention des suspensions bactériennes, dosages d’azote, des 
acides volatils, de pyruvate et de lactate: voir le mémoire pré- 
cédent de cette série [3]. 


RusuLTATS EXPERIMENTAUX. — 1° Fermentescibilité du lactate 
seul et en présence d’acétate. — Nous avons d’abord observé Ja 
non-fermentescibilité du lactate par les suspensions lavées des 
deux souches, « normale » et « déficiente ». Il n’apparait pas 
d’acides volatils et on retrouve tout le lactate. La suspension 
« déficiente » ne produit pas de butyrate en présence simultanée 
de lactate et d’acétate. Ici encore, le lactate n’est pas métabolisé. 
_ Par contre, la suspension « normale » produit des quantités 
importantes de butyrate a partir de lactate et d’acétate ; il appa- 
rait une mole au maximum de butyrate par mole de lactate disparu 
et Vacétate est consommé au cours de cette transformation. On 
ne détecte pas de formation intermédiaire de pyruvate. 

On voit dans le tableau I les données expérimentales relatives 
a ces faits. La derniére colonne montre manifestement que les 
tubes contenant du lactate et de l’acétate, incubés avec les sus- 
pensions « normales », contiennent, en fin d’expérience, une 
plus grande quantité d’acides volatils (exprimée en acétate) qu’au 
début de incubation. I] est clair que la chaine carbonée du lactate 
participe 4 la synthése de la chaine en C, du butyrate. 
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Tasieau 1. — Volume total, 20 ml. Tampon phosphates M/30 4 pH 7. 
Température : 37° C. Durée de Vincubation, 20 heures. La 
quantité d’azote bactérien en milligrammes par tube figure 
entre parenthéses sous le nom de la souche. 


Ss | Ey & bs Pip | 9% 
z z < = =< Sle ely Ws, 
z @ Oy] WO lo 
\ ] Ee Q heal fess | w ye) 
> & = 2 5 Sa ae] es 
SOUCHE = S < Pe wg | 2 a <o| 
S) 2 5 > Ell nies | 8 dols 
4 SB < elf] gle | Pele 
4 Fe ola | EIS | eels 
< 5i< oy 
aie As 
Micromoles Micromoles IS) 
=< 
its GR, } 2.000 0 Non dosé. 0 » 0 0 
(140 mg). / 2.000 | 2.000 | Non dosé. 910 910 » 2.730 
Wes GR, 2.866 0 0 0 » 0 0 
(8 mg). ! 2 866 | 2 000 813 795 1.298 0,98 . 888 
Ill. GR, 2.866 0 0 0 » 0 0 
(7 mg). : 2.866 | 2.000 | 1.345 | 1.000 | 1.090 0,74 3.090 
lV. PCy 2.570 0 0 0 » 0 0 
(4,3.mg). | 2.570 |} 2.000 0 0 1.700 0 4.700 
| 


Le tableau II montre, dans des expériences ott la quantité de 
lactate est le facteur limitant, que la chaine en G, de l’acétate 


‘participe également A la synthése du butyrate. En effet, on trouve, 


pour des quantités d’acétate convenables, plus de butyrate sur la 
base molaire que de lactate initial. 


TABLEAU II. — Souche GR, (9 milligrammes d’azote bactérien 
par tube). Mémes conditions que précédemment. 
LACTATE INITIAL ACETATE INITIAL BUTYRATE APPARU 
Micromoles Micromoles Micromoles 
500 ' 4.000 296 
500 2.000 543 
500 3.500 666 
500 4.000 670 


2° Action des inhibiteurs sur la production dacide butyrique 
a partir de lactate et d’acétate par les souches « normales » 
(tableau III). — a) Arsénite de sodium. — I] réalise une inhibition 
ae de la production de butyrate par la suspension « normale » 

a partir du couple lactate-acétate, méme pour une concentration 
en arsénite (5 x 10—* M) insuffisante pour inhiber totalement la 
synthése de butyrate a partir de pyruvate. 
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5 ll. — Soueshe GR, Pyruvate : 4.000 micromoles. Acétate : 

43'000 perf hon ey Lactate : suivant indications. Les concentra- 
tions finales des inhibiteurs figurent dans le tableau. Le chlor- 
hydrate d’hydroxylamine (Prolabo) a été neutralisé avant son 
utilisation. 


LACTATE BUTYRATE INHIBITION 
N, BACTERIEN disparu apparu de 
a SUBSTRAT faisyathase 
ar lubé 
z Micromoles de butyrate 
I, 10 mg. Pyruvate. 590 
Id. + arsénite 9S 67 p. 100 
BX ADM: 
Lactate : Non dosé. Th4 
2.000 micromoles 
+ acétate. 
Id. + arsénite Non dosé : 0 400 p. 100 
5>< 40 —4M. 
Ll, 7 mg. Pyruvate. 933 
Id. + FNa 906 0 
3410 --?'M. 
, Lactate : 4 345 1.000 
|2.866 micromoles 
+ acétate. 
Id, + FNa 587 3638 63 p. 100 
3 x 410—?'M. 
ILI. 7,3 mg. Lactate : 843 795 
2.866 inicromoles 
+ acétate. 
Id, + NH,OH 466 260 67 p. 100 
40 —2.M. 
b) Fluorure de sodium. — Le comportement des fermentations 


pyruvique et lactique-acétique est absolument différent vis-a-vis 
de cet inhibiteur. Rappelons que le fluorure réduit la quantité 
globale d’acides volatils formés a partir du pyruvate, sans toute- 
fois modifier ]a nature et le rapport des acides:formés. 

Le méme inhibiteur, aux mémes concentrations, empéche, par 
contre, la synthése de butyrate 4 partir du couple lactate-acétate. 

c) Hydrorylamine. — Ce composé inhibe également la forma- 
tion de butyrate A partir de lactate et d’acétate. 


Discussion. 


Les suspensions de souches « normales » réalisent, a partir 
de lactate et d’acétate, une synthése de butyrate analogue a celle 
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que Bhat et Barker [2] ont observée avec les cultures de Cl. lacto- 
acetophilum. Les chainons carbonés du lactate et de lacétate 
interviennent tous deux dans la constitution de la chaine en ©, 


du butyrate, ce qui confirme l’intervention de ]’acétate dans la’ 


synthése du butyrate, en faveur de laquelle nous avons donné 
des arguments dans le mémoire précédent de cette série. Ceci est 
également en accord avec les résultats de Wood, Brown et 
Werkman, obtenus dans des expériences en cultures avec de l’acé- 
tate marqué. 

[La question se pose de savoir, puisque toutes les souches 
donnent, a partir du pyruvate, a la fois du lactate et de l’acétate, 
si ces deux substrats sont des intermédiaires réels dans la pro- 
duction du butyrate par les suspensions « normales » agissant 
sur le pyruvate. 


Le fait que les suspensions « déficientes » vis-a-vis du pyruvate > 


le soient aussi vis-a-vis du couple lactate-acétate, est en faveur de 
cetie thése. Cependant, s’il en était amsi, la formation du buty- 


rate 4 partir du couple lactate-acétate devrait étre soumise a des 


vaniations paralléles 4 celles observées a partir de pyruvate sous 
Vinfluence des inhibiteurs. Or, alors que l’arsénite provoque des 
effets semblables sur les deux réactions, il n’en est pas de méme 
dans le cas du fluorure. Dans ce dernier cas, nous nous trouvons 
devant une situation analogue a celle observée par Barker et 
Lapmann [6]avec Propionibacterium pentosaceum. Les suspensions 
de cet organisme fermentent le lactate seul, de méme que le 
pyruvate. Sur la base des vitesses différentes des fermentations 
de ces deux composés et de leurs susceptibilités différentes au 
fluorure, les auteurs proposent un schéma dans lequel ils 
admettent l’existence d’un intermédiaire inconnu commun aux 
deux mécanismes : 


Lactate: eee FNa 


Dans le cas qui nous intéresse, on peut conclure de |’action du 
fluorure que le passage par le lactate n’est pas la vole principale 
du pyruvate vers le butyrate. Il semble ne représenter qu’une 
vole secondaire dans la formation de ce dernier, méme en l’ab- 
sence de fluorure, puisque en présence de cet inhibiteur, le pyru- 
vate est fermenté comme en son absence. Bien qu’on n’arrive pas 
a détecter le pyruvate en quantités appréciables 4 partir du 
couple lactate-acétate, il est trés probable que le lactate est pri- 
mairement transformé en pyruvate, ultérieurement métabolisé. 
La réaction pyruvate —> lactate apparait comme réversible et 
essentiellement orientée dans le sens lactate - > pyruvate. 
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Le schéma ci-dessous est un essai d’explication des fails rap- 
portés dans ce travail : 


a ead : 
Lactate ......... Ene PYPUVALE ere acétate > butyrate. 
FNa ; i 

; arsénite (?) arsénite 


Pour satisfaire aux données expérimentales, il faut se souvenir 
que, dans ce schéma, l’oxydation du lactate est obligatoirement 
liée A une réduction de l’acétate. Notons également que si le 
fluorure empéche la déshydrogénation du lactate, il ne diminue 

pas du tout la réaction inverse du pyruvate en lactate, comme il 
a été montré dans le travail précédent de cette série. 


Rasumn. 


1° Le lactate seul n’est fermenté ni par les souches « nor- 
males », ni par les souches « déficientes ». 

2° Seules, les souches « normales » synthélisent du_ butyrate 
a partir de lactate et d’acétate. Les chainons carbonés du lactate 
et de l’acétate servent tous deux a la synthése du butyrate. 

3° L’action inhibitrice de l’arsénite, du fluorure et de Vhydro- 
xylamine a été étudiée. [Les conséquences des résultats observés 
sont discutés en fonction des mécanismes possibles de la formation 
du butyrate & partir de pyruvate et a partir de lactate et d’acctate. 
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MODES D’EXAMEN DU LYMPHOCYTE /W V/TRO. 


par JacqugeLtine LEBRUN (*) 


(Institut Pasteur. Annexe de Garches et Centre national 
de la Recherche scientifique.) 


Les lymphocytes sont l’objet d’un renouveau d’intérét en raison 
de Vimportance qu’on tend a leur accorder aujourd’hui, tant en 
Pathologie qu’en Immunologie. Des lésions du tissu lymphoide 
ne manqueraient jamais pendant la Réaction d’alarme [A]. Les 
lymphocytes en état de pycnose libéreraient des globulines nor- 
males ou des globulines-anticorps [2]. Nous-méme, avec A. et 
M. Delaunay, avons insisté sur la fréquence et l’intensité des alté- 
rations lymphocytaires au cours de |’hyperimmunisation expéri- 
mentale des animaux [3]. 

De toutes ces lésions, quel est le mécanisme ? Il est évident 
qju’on ne pourra le découvrir qu’aprés une étude systématique du 
lymphocyte in vitro, étude qui, seule, permettra de connaitre la 
sensibilité véritable de cette cellule a telle ou telle substance 
(hormones, toxines microbienhes, colchicine, uréthane, etc.). Or, 
précisément, la mise au point de cette méthode s’avére difficile 
parce qu’on ne peut pas se servir, pour déterminer |’état des lym- 
phocytes, de: propriétés physiologiques spectaculaires, comme le 


-sont pour les polynucléaires le tactisme ou la phagocytose. Les 


cultures de lymphocytes, selon les principes de Carrel, corres- 
pondent 4 une technique qui restera discutable aussi longtemps 
que les auteurs ne seront pas d’accord sur la stabilité de ce type 
de cellule en culture. La mesure de l’intensité respiratoire de ces 
éléments au moyen de l’appareil de Warburg (G. Barron et 
G. Harrop) expose 4 diverses erreurs et exige l’emploi d’un grand 
nombre de cellules [4]. La méthode des numérations successives 
de lymphocytes non colorés (R. Schrek) comporte des risques 
d’erreur évidents : cellules collées au verre ou agglulinées qui 
échappent a la numération, etc. [5]. 

Nous ‘décrirons dans cette note les techniques originales (en 
tout ou partie) que nous avons mises au point depuis deux ans 
pour étudier les lymphocytes in vitro et qui nous paraissent 
recommandables. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 7 juillet 1949. 
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J. — OBTENTION DES LYMPHOCYTES. 


Nous avons, dés le début, renoncé a recueillir les lymphocytes 
par ponction de la lymphe thoracique, car cette fagon d’opérer 
nécessite des animaux de grande taille (chiens, par exemple) qui 
nous faisaient défaut. 

Nous nous sommes servi de lymphocytes ganglionnaires. Les: 
ganglions prélevés aseptiquement dans la région cervicale de 
cobayes ou de rats sont coupés aux ciseaux dans de eau phy- 
siologique. Une simple agitation des fragments suffit a détacher 
les cellules de la trame conjonctive. On obtient ainsi un grand 
nombre de petits et moyens lymphocytes (80 p. 100 environ), 
quelques lymphoblastes, des histiocytes, de rares polynucléaires. 

Nous n’avons jamais observé de cellules en mitose. Il arrive 
fréquemment, méme lorsque toutes les précautions d’asepsie ont 
été observées, que les suspensions cellulaires soient contaminées. 
Nous avons done pris Vhabitude, avant tout examen, d’ajouter 
a nos préparations quelques gouttes de pénicilline. 


Il. — EraLeMENT DES LYMPHOCYTES SUR LAMES 
AVANT FIXATION ET COLORATION. 


Alors que, sur un frottis de sang, les lymphocytes conservent 
leur forme, le simple étalement sur lame de I goutte de suspen- 
sion lymphocytaire en eau physiologique donne de trés mauvais 
résultats. 

Les cellules sont étirées, déformées et la dessiccation achéve 
d’en altérer la structure. Aussi, avons-nous dQ mettre au point 
une méthode plus délicate. La voici : 

On dépose sur une lame trés propre I goutte de plasma de 
cobaye obtenu aprés centrifugation de sang hépariné (4 cm? de 
sang prélevé par ponction cardiaque, mélangés avec un volume 
égal d’une solution d’héparine au 1/10.000). Le cobaye doit étre 
a jeun depuis vingt-quatre heures pour que son plasma, débar- 
rassé de toute substance lipidique, soit parfaitement limpide. A 
celle goutte de plasma, on ajoute une goutte de suspension lym- 
phocytaire en eau physiologique, puis on les mélange soigneu- 
sement en étalant le liquide sur presque toute la surface de la 
lame. On oblient ainsi une couche mince d’épaisseur uniforme. 
La lame est alors déposée 4 l’abri des poussiéres dans une boite 
de Petri jusqu’au moment ot la coagulation du mélange est com- 
plete (phénoméne qui demande pour se produire deux ou trois 
minutes). 

Des lors, on peut faire deux types d’examens. 


a) EXAMeN A L’iTaT FRAIs. — I] suffit de recouvrir la prépara- 


EXAMEN DU LYMPHOCYTE IN VITRO 43% 


; , lion d’une lamelle (1). L’étude au microscope montre, dans un 


milieu absolument transparent, des cellules en excellent état, 
parfaitement. sphériques. En quelque sorte « nichées » dans. le 
coagulum, elles ne subissent, du fait de l’application de la lamelle, 
aucune déformation, aucun aplatissement. D’autre part, les cel- 
lules ne flottent plus librement dans le milieu, ce qui facilite aussi 
Vobservation et la photographie. Cette méthode d’examen nous a 
semblé notamment trés pratique pour observer les lymphocytes 


et leurs modifications éventuelles au microscope en contraste de 


phase. 


b) EXaMEN APRES FIXATION ET COLORATION. — Aprés coagulation 
du film de fibrine, les lames sont placées dans un bain fixateur 
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Fie. 4. — Lymphocytes normaux. Etalement en milieu plasmatique et colora- 
tion par l’hématoxyline ferrique. (Gross. : K 1.400.) Photomicrographie de 
M. Manigault. 


(formol dilué par exemple), puis colorées par l’hématoxyline ou 
le Giemsa. Cette fois encore, les résultats sont remarquablement 
bons. La manipulation, 4 elle seule, n’a produit aucune altéra- 
tion cellulaire. Les cellules observées peu de temps aprés leur 
prélévement dans les ganglions du cobaye et n’ayant subi 
l’atteinte d’aucun produit toxique apparaissent réellement intactes 
(voir fig. 1). 

Enfin cette technique s’est révélée la seule qui, comme nous 
le verrons plus loin, permette la fixation et la conservation de 
préparations particuli¢rement fragiles telles que les colorations 
vitales et les cellules pycnotiques. 


(1) Il est recommandé de déposer cette lamelle avant compléte coagu- 
lation ou, sinon, d’employer une Jamelle mouillée pour éviter la for- 
mation de bulles d’air. « 
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II]. — CoLoraTIONS VITALES. 


Pour déterminer le degré de vitalité des lymphocytes, étant 
donné qu’aucun test physiologique précis ne peut étre employe, 
nous nous sommes servi de colorations vitales. 

D’une part, pour colorer spécifiquement les granulations (ou 
vacuoles) intracytoplasmiques, nous avons eu recours au rouge 
neutre. A VIII gouttes de suspension lymphocytaire contenant 
8.000 cellules par millimetre cube on ajoute I gouttes d’une solu- 
tion aqueuse de colorant 4 1/1.000. Il est indispensable que cette 
solution soit récente. ata? 

D’autre part, les mitochondries ont été décelées sur d’autres 
préparations, au moyen du vert janus (VIII gouttes de suspension 
lymphocytaire + IL gouttes du colorant en solution aqueuse au 
1/10.000). 

La coloration des cellules vivantes par le rouge neutre ou le 
‘vert janus ne demande, pour se faire, qu’un séjour de dix minutes 
a l’étuve. L’examen A l'état frais et a l’objectif & immersion 
apporte les renseignements suivants : 

a) Cas du rouge neutre. — Lorsque les cellules sont vivantes 
et en parfait état physiologique on retrouve le colorant dans le 
cytoplasme, sous la forme de quelques granulations rouge vil, 
brillantes. 

Au contraire, lorsque les lymphocytes sont morts, soit naturel- 
lement, soit aprés la mise en jeu d’une substance toxique, on 
peut se trouver en présence de différents aspects: 1° la cellule 
est uniformément colorée en rouge ; 2° la cellule est absolument 
incolore, le noyau petit et réfringent « flotte » dans un proto- 
plasma élalé (imbibition aqueuse de la cellule) ; 3° dans un troi- 
siéme cas, on découvre encore dans les lymphocytes quelques 
vacuoles colorées en rouge, mais celles-ci donnent l’impression 
de se trouver en dehors de la cellule ; en effet, on distingue mal 
les limites protoplasmiques ; on ne voit plus que la membrane 
nucléaire. 

Sans doute, ces différents aspects du lymphocyte mort corres- 
pondent-ils aux étapes progressives de la destruction cellulaire. 
Pourtant, il nous a semblé qu’ils pouvaient étre aussi commandés, 
de maniére assez spécifique, par la nature du toxique utilisé. 
C’est ainsi que les lymphocytes tués in vitro par la quinine pren- 
nent uniquement l’aspect n° 2. Ils ne se colorent jamais par le 
rouge neutre. 

b) Cas du vert janus. — Dans le lymphocyte vivant, les mito- 
chondries revétent la forme de fins bAtonnets verts, bien séparés 
les uns des autres. Les cellules mortes sont, dans la plupart des 
cas, uniformément colorées en vert. 
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Remaroves. — 1° En cau physiologique (il vaut mieux ne pas 
utiliser le Ringer qui détermine une légére floculation du rouge 
_neutre), les vacuoles des lymphocytes vivants prennent, en pré- 
~ sence du colorant, une teinte rouge vif, mais, si les cellules ont 
été mises en suspension dans du sérum sanguin, cette coloration 
est beaucoup moins belle. Les granulations sont alors jaune 
~ orangé. Il n’y a pas lieu de considérer cette différence de teinte 
-. comme un signe de souffranee des lymphocytes. Elle tient au fait 

que le rouge neutre est, en méme temps qu’un colorant vital, un 
~  indicateur de pH. Il est rouge & pH 7, mais il commence déja a 

virer a pli 7,2 et, aux environs de pH 7,8 (celui du sérum de 
~  cobaye) il est jaune orangé. Ces variations de pH du milieu reten- 

tissent toujours sur le pH intravacuolaire, et c’est a cette légére 
_atealinité seulement qu’est due Ja teinte orangée des lymphocytes 
 laissés au contact du sérum sanguin. Pour démontrer ce fait, il 
suffit d’acidifier légerement le sérum; on obtient aussitdt les 
granulations rouge vif- caractéristiques. On retrouve celte méme 
coloration apres Ta des cellules (voir plus loin), les réactifs 
employés étant acides. 

_ 2° Le rouge neutre, et davantage encore le vert aie aux 
doses que nous employons, ne sont pas sans exercer par eux- 
mémes une légére action nocive sur les lymphocytes. Il y a donc 
intérét 4 ne pas laisser trop longtemps ces colorants en présence 
des cellules. Lorsqu’on veut étudier la toxicité d’un produit donné 
(colchicine, endotoxine, hormones, etc.) pour les lymphocytes, il 
ne faut pas ajouter les colorants au mélange suspension cellu- 
laire + toxique dés le début de Vexpérience. Le mieux est de 
prélever a différentes reprises, au cours de l’examen, quelques 
gouttes de mélange et d’ajouter a celles-ci le rouge neutre ou le 
_vert janus, les résultats de la coloration vilale étant observés 
dix minutes plus tard. Pour toutes nos expériences, qui seront 
rapportées ailleurs en détail, nous nous sommes toujours avanta- 
‘geusement servi de cette facon d’opérer. 


IV. — FIXATION ET CONSERVATION DES COLORATIONS VITALES. 


Apres divers tatonnements, nous avons donné nolre préférence 
a Ja méthode suivante : 

Une goutte de la suspension cellulaire traitée par le rouge 
neutre ou le vert janus est déposée sur une lame et, selon notre 
technique habituelle, mélangée avec une goutte de plasma de 
cobaye. Aprés la coagulation, la ee est fixée par immer- 
sion dans du lugol fort (I: eae: 2 ¢-¢-OH? > 100: cm?) 
pendant vingt minutes. ees a ‘iode est ensuite éliminé par 
lavages 4 Viodure de potassium 4 10 p. 100. On recouvre alors 
la lame, comme le recommandent Parat et Painlevé [6], d’une 
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s’effectue finalement dans une goutte de baume de Canada. — 


? Pires kee = ae pas ne ; 
He + a ae* . é DE is Tb PAST : [ é ‘ 2 
Bae a bs YS FP Cnet meee eae FEE AS 
mince couche de gomme arabique en solution trés- épaisse. On ‘i 
laisse sécher A l’abri des poussiéres et 2 la température du labo- 
ratotre pendant dix-huit a vingt heures. Le montage des lames . : 
* 


> 


Nous conservons depuis six mois des préparations de lympho-- 


cytes montées par cette méthode. Les eranulations rouges nent 
rien perdu de leur éclat. (voir fig. 2). 


‘ 


V. — Erupe PARTICULIERE DES PYCNOSES LYMPHOCYTATRES. 

rs y » A 
A notre avis, ’emploi de colorants vitaux permet seul a> 
microscope ordinaire de connattre avee précision }’état de vila- 
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Kio. 2. — Lymphocytes normaux traités par le rouge neutre en coloration | 

vitale. Préparation fixée et conservée depuis plus de 6 mois. (Gross.: X 1.406). 


Photomicrographie de M. Manigault. 


lité d'un lymphocyte. 11 permet d’affirmer qw'wne cellule est morte 
alors que, morphologiquement, elle n’a pas encore subi d’allé- 
ralions appréciables. ' 1 

L’étude de ces altérations, d’ailleurs, n’est pas facile. Faite 
sur des préparations non colorées (Schrek [7]), Vinterprétation 
est souvent difficile. Sur préparations colorées, Jes altérations 
ne sont vraiment nettes que lorsque l'état de pycnose a été 


/ 


atteint. ] a 
Nous avons fait une étude générale des pyenoses bymphocy- — 
taires telles qu’on peut les obtenir in vitro. : 4 

a 

a) Mop p’onrention, — Des lymphocytes de cobaye, isolés — 4 
4 partir de ganglions, sont mis en suspension dans un mélange — 
a parties égales d’cau pihysiologique et de sérum de cobaye, Cette 


oa Pepa est additionnée de “quelques gouttes ae pénicillin eo 
~ {pour | empécher, dans la mesure du possible; la multiplication — 
5 -microbiemne), puis elle est déposée a 37° pendant vingt heures. 
On préléve alors une goutte de la suspension cellulaire et on la 
mélange sur lame avec une goutte de plasma. Aprés élalement 
en Galiclie mince et coagulation du milieu, om fixe la préparation — 
au formol, on la colore par |’hématoxyline ferrique, et enfin on 
_la monte selon. la technique classique des histologistes. os 
: ‘L’examen de lames faites dans ces conditions montre | dans 
E. tous les cas de trés belles images de dégénérescence pycnotique. 
On devine les contours de la cellule, le noyau est fragmenté en. 
deux ou trois boules de chromatine (voir fig. 3). 
Jt nous parait intéressant de remarquer que, sur le plan cyto 


Fic. 3. — Lymphocytes pycnotiques aprés un séjour de 20 heures & l’étuve. 
Etalement en milieu plasmatique et coloration par iemaiierine ferrigue. 
(Gross. : X 1.400). Ehotosuctage hie ‘de M. Manigault. 


-  logique, rien ne permet de distinguer les pycnoses produites 
_ in vilro de celles que 1’on observe sur coupes de tissu lymphoide 
-(ganglions, rate ou thymus) lorsque celui-ci a été fourni par des — 
animaux traités au préalable -par des hormones, des poisons 

caryoclasiques (Dustin [8}), des toxines, etc. 


4 Cette dégénérescence pyenotique, tant in vivo qu'in vitro, tra- b "i 
duit évidemment une autolyse diastasique. Celle-ci prend place = 
aussitot aprés la mort de la cellule. Combien de temps faut-i] aux, 


processus autolytiques pour déterminer un état. de pycnose is 
-,. typique ? ; 

b) ed abe DE LA DEGENERESCENCE PYCNOTIQUE. — Des prélé- 
.vements répétés a intervalles réguliers dans une suspension lym- 


x phocytaire+ fraichement préparée et maintenue a 37° nous. on 
poate les faits suivants : 
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Au bout de trente minutes, on ne trouve pratiquement pas de- 
he pyenoses. Au bout de cing heures d’étuve, environ 2 p. 100 des 
< cellules sont devenues pycnotiques. Puis ce pourcentage aug- 
eo mente ; aprés vingt heures, il est de 60 a 70 p. 100. Au bout 
de quarante heures, toutes les cellules sont alteinltes. Pour éviter 


Torus 


le retard que peut apporter dans ce processus la survie plus: 
ts ou moins prolongée des éléments cellulaires, nous avons mis 4 
a l’étuve des lymphocytes, non plus vivants, mais tués. 
. La mort avait. été provoquée, dans une premiécre séric d expé- 
Ky riences, par le chauffage de la suspension lymphocytaire a 60° 
iy pendant trente minutes ou le dépét de cette suspension a basse 
ae température (4°), ou par l’ajustement du milieu 4 des pH now 
a physiologiques (inférieurs & 7 ou supérieurs a 9)... Cette fois, 
E nous avons obtenu des résultats opposés & ceux que nous espé- 
Ny rions. Soit que les processus utilisés aient détruit les diastases res- 
5, vonsables de la dégénérescence cellulaire, soit qu’ils aient inhibé 
ae leur action, aucune pycnose ne fut produite. Méme résultat, cela 
eS va sans dire, aprés emploi du formol. 
Ss Nous avons alors eu recours, pour tuer rapidement les cellules, 
ie dun sérum antilymphocytaire’et a la quinine (solution au 1/1.000).. 
i L’un et autre de ces agents entrainent la mort des lymphocytes 
> ea moins de dix minutes, comme on peut s’en rendre compte 
; au moyen d’un colorant vital. La toxicité de l’antisérum se mani- 
% feste en outre par une agglutination cellulaire immédiate. 
; Les cellules mortes ont été déposées A 37° et, au moyen de 
i prélévements successifs, nous avons déterminé la rapidité de pro- 
ae duction des pycnoses. Nous avons dt constater que, pour les 
ae lymphocytes tués au préalable, la lyse nucléaire n’était pas plus 
, rapide que pour ies cellules déposées vivantes dans l’étuve. Nous: 


avons obtenu des pourcentages analogues aux précédents : 2 p.100 
de cellules pyenotiques au bout de cing heures, 60 p. 100 apres’ 
vingt heures... 

I! apparait ainsi que les processus diastasiques qui déterminent 
la karyolyse sont, en tous cas, trop lents pour que le terme de 
leur action puisse servir & connaitre, A cing heures pres, le 
moment de la mort d’un lymphocyte. La numération des pycnoses 
in vitro ne peut done pas servir 4 évaluer en toute sécurité le 
degré de toxicité d’une substance pour cette cellule. 

Dans ]’état actuel de nos connaissances, le procédé qui met ew 
ceuvre un colorant vilal nous parait, a cet égard, seul correct. 
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NOTE SUR LA PREVENTION DU CHOC PHENIQUE 
AU COURS DU TRAITEMENT ANTIRABIQUE : 
IMPORTANCE DE LA DISPERSION DES INJECTIONS. 


jar I. MARNEFFE et Il. SEYS. 


(Institut Pasteur de Saigon.) 


Certains Instituts antirabiques utilisant des vaccins phéniqués: 
observent, avec une fréquence variable, un incident du traitement 
que l’on désigne sous le nom de « choc phéniqué », 

Ce choc, dont le caractére constant est de se déclencher pendant 
ou immédiatement aprés une injection de vaccin, peut se pré- 
senler sous deux aspects : 

Dans la forme que nous appellerons solennelle, le sujet tombe 
brusquement en syncope : tantot sans aucun prodrome — il s’abat 
sans une plainle, sans un geste — tantot aprés avoir éprouvé 
un court malaise, un élat verligineux qu’accompagne parfois une 
sensation gustalive particuliére (gott de médicament, de phénol ?). 
La respiration devient slertoreuse, la face se cyanose, les: lévres 
se couvrent d’écume. Des contractures, des mouvements cloniques 
des membres peuvent s’observer, ainsi que |’émission involon- 
taire des urines ; les vomissements sont fréquents. Cette crise est 
de courte durée, elle n’excéde pas, en général, deux A trois 
minutes ; il arrive cependant que |’état syneopal se prolonge plu- 
sieurs heures, Quant aux suites, elles sont presque toujours 
bréves et bénignes : le malade, aprés un temps de repos, regagne 
par lui-méme son domicile et garde seulement, pendant quelques 
heures, une céphalée plus ou moins intense et un état nauséeux 
parfois souligné de quelques vomissements. Exceptionnellement, 
on a signalé une hémiparésie transitoire (Noury) et méme Ja 
mort (Genevray et. Dodero); mais toujours, dans ccs eas, Jes 
observations précisent qu il s’agissait de sujets Agés ou tarés 
(aleooliques, cardiaques, hépatiques). 

A cété de cette forme assez dramatique, il existe une forme 
mineure, dont les manifestations se réduisent a une sensation 
soudaine de malaise (angoisse, sueurs froides, état vertigineuy), 
souvent accompagnée de ‘eéphalée en casque et de vomissemenls, 
mais n’aboulissant, jamais A la syncope. | 

Depuis. qwil utilise, outre le vaecin pasteurien traditionnel, 
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un vaccin phéniqué a base de cerveau de lapin, |’ Institut Pasteur 
de Saigon n’a pas manqué d’enregistrer chaque année plusieurs 
cas de choc phéniqué. Du 1% janvier au 28 novembre 1946, par 
exemple — période précédant immédiatement les essais rapportés 
dans cetle note —, nous avons observé, au cours de 265 traite- 
ments, 13 incidents (4,90 p. 100), dont 5 a forme solennelle. Bien 
que ces incidents se soient déroulés de la maniére la plus clas- 
sique et quils n’aient été suivis d’aucune complication, 1’allure BS 
de certains d’entre eux n’en a pas moins été assez impression- Ae 
nante pour nous inciter, aprés bien d’autres, A essayer d’en péné- em 
trer Je mécanisme et 4 en tenter la prévention. as 
On sait que le choc phéniqué est généralement considéré comme 
étant de nature anaphylactique, et qu’il reconnaitrait pour cause ies 
déclenchante Ja pénétration brutale, dans la circulation de. l’orga- Ly 
nisme éensibilisé, d'une certaine quantité de vaccin. D’aprés 
certains auteurs, Vespéce animale employée pour l’obtention 
du virus vaccinal n’est pas indifférente : ainsi, Raynal et Liéou > 
déclarent n’avoir plus observé de choc phéniqué a l'Institut Se) 
Pasteur de Changhai lorsqu’ils ont substitué le chien ou le — ey 
mouton au lapin, et Remlinger et Bailly affirment que le choc 
phéniqué est, en réalité, un « choc lapinique » a la produc- | 
tion duque!l Vacide phénique est ¢étranger. Ce qui parait assuré, : 
du moins, c’est que ce produit, malgré ses effets bien connus sur 
le systéme nerveux et les muscles, n’intervient pas par sa toxicilé 
propre. : ' 
: On incrimine, d’autre part, a titre de causes favorisantes, l’élat De, 
x de fatigue du sujet, la station debout ausmoment de Pinjection, a: 
4 Ja brusquerie avec laquelle cette injection serait parfois poussée, — ee 
etc., sans que |’élimination de ces facteurs conduisent 4 des résul- 
tats certains. Plus digne d’étre retenue nous parait étre lhypo- 


‘ 
a 


a thése suivant laquelle la répétition des injections dans une méme 
zone de l’hypoderme, en provoquant une infiltration réaction- 


nelle et une hyperhémie plus ou moins intense, créerait des condi- 

tions favorables au déclenchement du choc, mullipliant, .par- 
exemple, les chances d’introduction brutale du vaccin dans les ee 
vaisseaux. C’est a vérifier cette hypothése que nous nous sommes 
attachés, et, pour cela, nous avons eu recours a deux sérics d’expé- 

riences : 

Chez animal, nous avons tenté de reproduire le choc phéniqué, 
ou un phénoméne équivalent, grace a la répétition intentionnelle 
d’injections de vaccin en un méme point de l’hypoderme ; 

Chez ’homme, nous nous sommes efforcés, dans les conditions 
habituelles de la vaccination, de prévenir le choc phéniqué en 
dispersant les injections avec une méthode et une rigueur telles 
qu’aucune piqire en zone réactionnelle ne soit pratiquement pos- 
sible dans tout-le cours du traitement. 


’ . 
l a i 
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I. — Essar DE REPRODUCTION DU CHOC PHENIQUE CHEZ L ANIMAL. 


In raison de |’extréme pénurie. des lapins a Saigon, six de ces 


animaux seulement — des adultes dont le poids oscillait entre 
2 kg. et 2 kg. 500 — ont pu étre consacrés a notre expérimenta- 
tion, ’ 


a) Un lapin LI regoit chaque jour 1 em® de vacein antirabique 
phéniqué (1). Toutes les injections sont intentionnellement pous- 
sées en un méme point de Uhypoderme. A partir de la 4° injechon 
apparait une réaction locale sous forme dune induration qui, de 
la grosseur dune Jentille, atteindra les dimensions d'une noix a 
la 11° injection, pour régresser progressivement ensuite. Chaque 
injection est suivie d'une observation de Vanimal pendant au 
moins deux minutes, 

Environ trente secondes aprés la 19° injection, le lapin s’élance 
la téte inclinée vers le bas, d’une démarche incertaine, semblant 
« courir apres son équilibre », heurte un mur de la téte et tombe, 
se reléve, repart, heurle un autre mur et retombe. A cette pre- 
miére phase succede une crise de mouvements cloniques des 
quatre patles ; animal cherche & se remettre debout. nfin, cette 
erise elle-méme cesse brusquement dans un spasme généralisc, 
accompagné dun unique bruit glottique a type de hoquet. 
Pupilles en mydriase, syncope respiratoire ct cardiaque. La mori 
survient environ deux minutes apres le début de Ja crise ; elle 
est suivie d'une exophtalmie progressive et passagere, cependant 
que la mydriase fait place & un myosis modéré, 

A Vautopsie, examen de Ja paroi abdominale montre une 
petile extravasation de sang frais au lieu de la derniére injection 
(alors qu’en retirant Vaiguille aucun écoulement de sang ne 
s’était produit). ‘Les (éguments, au siége des piqdres, sont épais- 
sis, indurés, hyperémiés, ct parcourus par une circulation colla- 
térale importante. Pas d’ecchymose. L’examen des viscéres 
révele la présence dune petite quantité de liquide séreux (3 ou 
4 cm*) dans la eavité péritonéale, sans lésions du tube digestif ; 
Jes poumons sont congestionnés au niveau des bases. Le eerveau 
par contre est anémié, Rien & signaler par ailleurs. 

b) Un lapin L2 recoit, suivant le méme protocole expérimental 
que ci-dessus, une dose quotidienne de vaccin phéniqué que Von 
réduit_ a 1/4 em* — volume proportionnellement comparable a 
celui injecté 4 Vhomme en traitement. Mémes réactions locales 
au point d’injection. 

Environ une minute apres Ja 22° injection, le lapin tombe sur 


(1) Ce vaecin, du type Semple-Pereira da Silva, est une 
4 5 p. 100 de substance nerveuse de ] 
phéniquée & 0,5 p. 100, 


suspension 
apin dans de l’eau physiologique 
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Je flanc. Remis sur ses pattes, il laisse pendre la téte sur le cole, | 
puis s’affaisse & nouveau. A ce stade suecétde immédiatement 
ane crise de mouvements cloniques des membres et de Ja colonne 
vertébrale, entrecoupée de contractures généralisées en exten- 
sion. Les pupilles sont en mydriase, les muqueuses buccale el 
nasale cyanosées ; le fond d’cil, d’observation facile chez ce ae 
lapin blane, est anémié. La mort survient trois minutes environ 
apres le début de la crise, par asphyxie progressive, précédée de 
quelques spasmes de Ja musculature thoracique. Pas d’exophtal-_ 
mie consécutive. Les pupilles reprennent immédiatement leurs 
dimensions normales, 

A Vautopsie, Ja derniére injection est marquée par-une petite 
extravasation de sang frais, non extériorisée lors de la piqure. 
Les téguments, au lieu des inoculations, sont le siége dun é6pais- 
sissement induré, circonserit, ecchymotique, parcouru par une 
circulation collatérale importa ante en relation avec le trone veineux 
ssuperficiel voisin, luicméme fortement dilaté. Rien a signaler au 
niveau des viscéres, en dehors de la présence d’un peu de liquide 
‘séreux (1 a 2. cm*) dans la cavité péritonéale.. Légére anémie, de») 
Tencéphale. | 
c) Un lapin L6, récupéré de Ja contre-épreuve négative décrite 
au paragraphe e ci-dessous, et traité exactement dans les mémes 
conditions que le Japin L2 (1/4 em?’ de vaccin phéniqué chaque 
; 
4 


jour en un méme point de Vhypoderme), n’a_ présenté aucun 
trouble en dehors d’une réaction Jocale. Ha survécu a la série 
«dle 100 injections conséculives qui lui ont été pratiquées au total. 

- d) TVrois lapins pris comme témoins ont regu respectivement 

4 en un méme point de TVhypoderme, sans présenter aucun trouble 

2 en dehors dune réaction locale: 

— un Japin L3, 100 injections consécutives de 1 em*® de vaecin 

és pastleurien (suspension en eau physiologique de moclles rabiques 

-- desséchées) : 

; — un lapin L4, 100 injections conséculives de 1/2 cm* du méme | 

vaccin pasteurien ; 

— oun lapin L5, 100 injections conséculives de 1/4 em? dune - 

4 solution 4 0,5 p. 100 dacide phénique en eau physiologique. 

e) A titre de contre-épreuve enfin, un lapin L6 a recu, éga- 
Jement sans incident, 100 injections consécutives de 1/4 em?® de 
vaecin phéniqué intentionnellement dispersées dans le tissu cel- 
laire sous-cutané de abdomen, du thorax et des membres, 


ESSAI DE PREVENTION DU CHOC PIENIQUE CHEZ L’MOMME. 


Notre technique, s’inspirant des recommandations classiques, 
a consisté A éviter la répétition, en un méme point du tégument, 
«les injections vaccinales, avec une rigueur el une méthode telles 
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qu'une pigiire ne soil a coup sur jamais faite au sein dune zone 
réacitonnelle. 

A cet effet, nous avons d’abord réparti les injections sur — 
18 points choisis de l’abdomen, des flancs, du dos et des membres.. 
Par la suite, nous avons réduit a 12 points éleetifs, dont voich 
le siége, dans l’ordre ot ils sont utilisés : 


Fassé iliaqaie gauche’. <j). Sag eer ee ead SP poms. 
Fosse iliaque droite. CEs pce detihy tahoe 220 — 
Région sous-ombilicale gauche ... 2... --. 2.2) 88 = 
Région sous-ombilicale droite. . 2. 0-7. 3 ee a es 4 
Région sus-ombilicale gauche. . .. . 3%. 0.) ee Be 
Région sus-ombilicale droite... - 26 ee ee ee OF 
BLAU AUC Hs Se ye gece het dope Re up wala cance acs 7 — 
Rlantrdrouly ty. yoy cae? ave mh egemtch Gn No hey nile ete Win 
Rosse lombaire wauches.. 2 ee ge we he he ee 
Possetommbainve dpoitery wy aiielike sock onleiimtah ete eal in LOS tice 
Pointerde Vomoplatejgauiche. s-wous- @ oak elie .« skigten ot is, Wl es 
Pointe ded omoplatevdroites eo wnurmanreram ale sties Riis MUU E ieee 


A\ partir de la treizi¢me injection, on recommence le cycle ; si 
bien qu’un intervalle de douze jours, sulfisant pour permettre & 
une réaction locale éventuelle de disparaitre,,sépare toujours © 
deux injections praliquées en un méme point. Pour prévenir toute 
erreur, el aussi pour des raisons de commodité, lé si¢ge de Vinjec- 
lion en un jour donné est le méme pour tous les sujets, quel 
que soit le slade de leur traitement. Ajoutons que les malades 
aceeplent, sans difficulté, et la dispersion des piqdres et la disci- 
pline qu'elle implique. 

Appliquée de novembre 1946 a avril 1949, la méthode des injec- 
lions systématiquement dispersées nous a permis de traiter sans 
choc phéniqué prés de 3.000 sujets. Une seule fois, nous avons 
observé, chez un homme qui avait recu, une minute auparavant, 
la dix-huitiéme et derniére injection de son traitement, une sen- 
sation passagére de vertige, sans céphalée ni vomissements, plus 
proche, vraisemblablement, d’un malaise banal que de l’accident 
spécifique qui nous occupe. Rappelons, a titre de comparaison, 
que, sur 265 sujels traités antérieurement sans précautions spé- 
ciales, nous avions observé 13 incidents, dont 5 choes carac- 


térisés, 


CONCLUSIONS. 


1° Chez deux lapins soumis a des injections de vaccin antira- 
Inque phéniqué quoltidiennes et praliquées a dessein en un meme 
point de ’hypoderme, nous avons observé immédiatement apres les. 
dix-neuviéme et vingt-deuxiéme injections l’éclosion brutale d’une 
crise tonique et clonique généralisée qui a évolué en deux-trois 
minutes vers la syncope et la mort. Un troisiéme lapin, pareille- 
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ment traité — apres avoir recu, il est vrai, une longue série 
@ injections vaccinales dispersées ~— esl resté indemne. Nes 
2° Les conditions d’ apparition de cette crise, certains de ses 
“caracteres, le fait enfin qu elle n’a pu étre produite avec le vaccin 
a pasteurien (exempt de phiénol) conduisent a Vinterpréter: comme 
un équivalent du choc phéniqué chez ’homme, : 
8° L’acide phénique a lui seul, en solution aqueuse a 0,5 p. 100, - 
injecté aux mémes doses et A la méme cadence que le vaccin 
phéniqué, a été impuissant a provoquer aucun accident du méme- 
ordre. eee 
AoE répétition des injections de vaccin pheéniqué en un méme 
“point de Vhypoderme parait avoir netlement favorisé le déclenche- “ 
ment de la crise mortelle chez le lapin. - : 
| 5° L’hypothése suivant laquelle la répétition ve injections en 
un méme point pourrait, de méme, étre une cause favorisante 
importante du choe phéniqué chez homme a été vérifiée. Grace 
a la dispersion rigoureuse et méthodique des injections suivant 
la technique exposée, le choc phéniqué peut étre considéré commé 
ayant disparu, depuis deux ans et demi, de nos statistiques. 


ao] 
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LA BRONCHO-PNEUMONIE EPIDEMIQUE 
HIVERNO-PRINTANIERE, HUMAINE ET ANIMALE 
' (CHEVRE, MOUTON), FIEVRE Q 
OU GRIPPE DES BALKANS, 
A RICKETTSIA BURNETI var. CAPRINA 


LES CARACTERES PARTICULIERS 
DE L’INFECTION ANIMALE 


par J. CAMINOPETROS. 


(Inslitul Pasteur IHellénique, Service de Médecine expérimentale.) 


La seconde guerre mondiale a offert une particularité intéres- 
sante a plus d’un égard au point de vue épidémiologique : l’appa- 
riion de la fiévre Q, manifestée sous forme de broncho-pneu- 
monie épidémique dans les Balkans, les territoires du sud de la 
Xussie, la Gréce et I’ Italie. 

Les troupes allemandes qui avaient envahi ces régions se sont 
montrées réceplives a Vinfection, contrairement & la population 
autochtone, qui paraissait jouir d’une immunité assez nette, et 
elles ont servi ainsi & mettre en évidence cette maladic, passée 
jusqualors inapereue dans ces pays. 

Cette nouvelle maladie, connue auparavant en Australie et en 
Amérique du Nord (Dyer) comme une infection sporadique de 
"homme, transmise par les Uques du bétail, était pour la pre- 
miére fois rencontrée sous forme de bronchopneumonie saison- 
niére, avec une aire de répartition géographique assez élendue. 
le a été signalée récemment en Allemagne (communication 
éerile du professeur R. Bieling, Université de Marburg/Lahn), 
~en Suisse (Victor Schud), en Turquie (Said Bilal et Sabahettin 
Payzin), et en Angleterre (Stoker). 

Nous 6lions ainsi en présence d’un véritable probleme de l’épi- 
démiologie de la fievre Q, celui de son apparition endémique 
sous forme d’infection respiratoire humaine avec incidence saison- 
niére hiverno-printaniére. 

Des recherches épidémiologiques, que nous avons entreprises 
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depuis 1946, nous ont appris que cette maladie existait déja em 
_ Gréce et en Asie 'Mineure a l'état endémique. 
Ces recherches ont été grandement facilitées par la présence 
_ des troupes anglaises en Gréce. Des poussées épidémiques avec 
‘incidence hiverno-printaniére tres nette se suecédaient chaque: 
_ année chez ces troupes ; en méme temps, des cas sporadiques de la. 
maladie étaient signalés chez des habitants du pays. Sati NG 
Un trés grand nombre d’individus de la population autochtone ; 
sont nettement réfractaires 4 l’infection ; ceci sdrement a cause 
dune atteinte préalable, souvent occulte ou non diagnostiquée. 

.Plusieurs sujets volontaires, injectés avec du sang de cobaye 
infecté, n’ont montré aucune réaction apparente ; seul, le taux 
d’anticorps de leur sérum a élé trouvé augmenté, 

' Dans un mémoire précédent, présenté au Congres international | pas 
de Médecine tropicale et du Paludisme, A Washington, en va 
mai 1948 et publié dans les Annales de Parasitologie en 1948, 

nous avons relaté comment nous avons été conduit a expliquer 

_ la manifestation épidémique de la fiévre Q sous la forme d’infec- 

_ tion du systéme respiratoire. 

Nous avons pu constater qu’é cété de Vinfection humaine, qui 
produit une immunité trés forte et de longue durée, il existe une 
infection animale, chez la chévre et le mouton, forme de maladie 
du systéme respiratoire et qui posséde un caractére particulier 

grace auquel ces animaux deviennent la source principale de 
Vinfection humaine et animale: i s’agit du passage du virus» 
dans le lait des animaux infectés et de sa longue persistance dans 
la glande mammaire, méme aprés la période de gestation. 
Ce caractére de l’infection animale peut expliquer 1’épidémio- 
-. logie de l’infection humaine et, tout d’abord, l’incidence saison- 
- niére. La période de lactation de ces animaux est, de mémec, 
hiverno-printaniére. 

En somme, la grande sensibilité du systéme respiratoire de la 
chévre et du mouton au virus et l’excrétion de ce virus dans le: 
lait sont deux facteurs qui contribuent a l’endémicité de Ja maladi: 
et. a son éclosion épidémique a incidence hiverno-printaniére. 

_ D’autre part, la transmission. interhumaine est souvent réali- 
sable grace 4 Ja présence du virus dans les crachats des malades. 
Ceci est prouvé par |’existence des nombreux cas d’infection inap- Ai 
parente que nous avons eu l’occasion de constater a la suite de 
examen sérologique chez des médecins et infirmiers soignant 

des malades ou sur des sujets de leur entourage. Ce mode de 

transmission ne suffit cependant pas a lui seul pour expliquer ’ 
les deux caractéres épidémiologiques essentiels, |’interruption en 

‘été de la poussée épidémique et sa réapparition en hiver, qui, 

par contre, peuvent étre aisément réalisés par |’infection animale. 

Ainsi, 2 coté du cycle biologique déja connu de la fiévre O ew 
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la vache joue un role secondaire par son lait (1), nous constatons — 
un autre cycle biologique de cette maladie, dans lequel la chevre 
et la brebis, par leur lait, sont la source principale de infection _ 
animale et humaine, et auquel se rattache un mode secondaire de _ 
transmission de infection a l’homme par les crachats des os 
* malades. ; ea Be 
te? Nous tenons aujourd’hui a attirer l’attention sur un caractére 
- d’ordre immunologique de l’infection de la chévre et du mouton, 
mis en évidence par nos premiéres recherches en 1946 : |’absence 
presque constante d’anticorps spécifiques dans le sang des ani- — 
maux infectés et porteurs du virus dans leur lait. La réactivité — 
humorale diminuée de ces animaux est en contradiction avec leur — 
‘grande réceptivité a l’infection par la voie respiratoire. ea 
Le cobaye, qui, par contre, montre d’une fagon tout a fait cons- 
tante et précoce des anticorps spécifiques a un taux trés élevé, ne 
réagit que par une infection inapparente A instillation nasale 
du virus, comme nous |’avons montré en 1944 au cours de étude 
de infection expérimentale de cet animal. x Rae, 
Le dépistage de Vinfection naturelle de la ehévre et du mouton 

par la méthode sérologique est done trés aléatoire. Nous devons | 
cependant répéter ici que par l'emploi de cette méthode, nous — 
avons pu, dés le début de nos recherches, en 1946, trouver un — 
certain nombre de sérums posilifs parmi les chévres originaires 

» de Gréce et d’Asie Mineure. 
Les examens s¢rologiques, pratiqués sur des sérums de chévres — 4 
d’Asie Mineure amenées. aux abattous d’Athénes, parlaient, des a 
4 
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cette époque, en faveur de Vexistence de V infection a VY état endé& 
mique en Asie Mineure, fait vérilié depuis. par nos confréres 
tures Said Bilal et Sabahettin Payzin. 

Voici la liste des examens de la déviation du complément exé- 
culés par le D’ R. Huebner au Laboratoire des Maladies infec- _ 


lieuses, dirigé par le D* Armstrong, du Service d’Hygiene des 

Etats-Unis a Bethesda. | “4 

Chévres originaires d’Asie Mincure : ie 

P > 7 
A Le 27 de Sore 1946, sun 44 chévres, 5 résultats positifs, 2 au is 
By taux de’1/8 et 3 au taux de 1/16. . 
, \ _ oe . - . bt 
te Le 29.mai 1947, sur 42 chévres, 2 positifs a 1/32. a 
Beis Le 20 juin 1947, sur 14 chévres, 1 résultat positif a 1/16. ae 
2) ; Le 1 juillet 1947, sur 8 chévres, 1 positif a 1/256. us 
Le 27 aodt 1947, sur 19 chéevres, 2 résultats a 1/8, 
“ i ; 
\ Sy A 
: @) R. Hursyer, de J’Institut National des Btats-Unis X Bethesda, 
} s inspirant de nos recherches sur la chévre et le mouton dont i] ‘avait a 
; connaissance depuis 1946, a pu constater le passage du virus dans le a 
. Jait de vache. a 
q 
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cas positifs sur 127 chévres, c’est- 


s 
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ae Cede 
Or total, 11 
3.9 p. 100. i 
_ Les examens se rapportent ades chévres origimaires de la Greve | 
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m 
Fic. 1. — Chévre A inoculée le 29 juillet 1948 sous la conjonctive 
avec le sang du cobaye C70. Souche humaine. 
de fafad sf aels| el ef el] s | sole betes tones] wlee| <a] ealzolar|2clzslan|ciaclartzsles| ac] 
1 T r S i PY RS eae = [ame oar ra arg r 
4 
Fre. 2. — Grand Chevreau 9 inoculé sous la peaw le 30 avril 1947, ° eh 
ce avec du sang infecté de chevreau. if 
cs, 
~ continentale, pour la méme période, s’élévent..a 108, avec 2 résul- i A: 
~ tats positifs seulement aux taux de 1/8 et 1/16. . 
‘Fes résultats de ta déviation du complément sur des échantil- 
mot ; 
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jJons de sérums provenant d’animaux expérimentalement infectés 


font ressortir encore davantage la faible production des anticorps 
spécifiques par la chévre et le mouton. 

1° Sur 16 chévres inoculées en 1947 par inslllation nasale 
du virus ou sous la conjonclive, nous avons eu 2 cas positils 
aux taux de 1/64 et 1/16. 

2° Sur 11 moutons inoculés en méme temps que les chévres 
et par les mémes voies, nous avons trouvé 2 cas posilifs aux 
taux de 1/16 et 1/8. 

3° Sur 4 chevreaux inoculés sous la peau, 2 ont élé trouveés 
posilifs a 1/16. 

4° Sur 7 chévres inoculées par instillation nasale du virus ow 
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Pic. 3, — Brebis Pagona inoculée Je 16 juillet 1947, sous la conjonctive 
avec le sang infecté de cobaye. 


sous la conjonctlive, nous avons eu 1 cas positif et, sur 3 moutons, 
aucun cas positif. 

A ces résultats, il faut ajouter ceux que nous avons oblenus sur 
des chevreaux et agneaux nés de méres porteuses du virus el 
infectés dés les premiers jours de leur vie, 

Dans aucun cas, sur 9 chevreaux et 5 agneaux infectés ainsi 
naturellement, on n’a trouvé d’anlicorps spécifiques. De méme, 
la réinoculation de ces jeunes animaux, effectuéc un mois ow 
deux aprés leur naissance, s’est montrée inopérante. 

Il est trés significatif que, pour la majorité des animaux exa- 
minés sérologiquement, la déviation du complément ait été effec- 
tuée sur des sérums prélevés a4 plusieurs reprises sur le mame 
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animal (jusqu’a 8 reprises pour les animaux du début de l'année — 


1947) entre le 12 avril 1947 et le 7 septembre 1948. 

On voit done que l’examen sérologique chez la chévre et le 
mouton ne posséde pas la méme valeur au point de vue diagnos- 
tique que chez homme et le cobaye. On doit combiner Vinocu- 
‘lation du lait de ces animaux au cobaye, procédé qui est évi- 
<demment limité 4 la période de lactation. 

L’ensemble des faits relatés sur l’infection expérimentale et 
naturelle de la chévre et du mouton, ainsi que l’étude des rapports 
-épidémiologiques entre celle-ci et l’infection humaine, nous auto- 


‘risent a considérer l’agent étiologique de la maladie humaine et 


animale comme une variété de la Ricketlsia burneti transmise a 
Vhomme principalement par le lait de chévre et de brebis et, 
‘secondairement, par les crachats des malades. Pour cette raison, 
nous proposons de la désigner sous le nom de Rickettsia burneti 
var. caprina. 
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LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 
_ A LINSTITUT PASTEUR EN 1948 _ 


By par R, BEQUIGNON et Cu. VIALAT. oy oe 
: Ny a 
Ce rapport, établi suivant le plan fixé par la Conférence inter- 
nationale de la Rage, concerne l'année 1948. i peut 
1° Personnes traitées. wares: 
f _ 407 personnes se sont présentées a la consultation du service ~ 
des vaccinations antirabiques. Chez 150 le traitement a été jugé 
--nécessaire. 
a 2° Méthode de traitement. 
La méthode employée est la méthode pastorienne. \ 
. Les moelles sont soumises a la dessiccation, en chambre noire 
a 22°, dans des flacons munis de deux tubulures fermées par de 
-_ Youate ordinaire et dont le fond est garni de potasse caustique. 
Aprés deux, trois ou quatre jours de dessiccation, les moelles sont 
introduites dans des pots-bans contenant 20 cm* de glycérine neutre 
a 80° Baumé et stérilisés 4 l’autoclave a 120° . 
4 Ce procédé de conservation des moelles en glycérine, proposé 
4 par E. Roux en 1887 [4] et introduit dans la pratique par A. Cal- 
mette en 1891, est adopté, depuis 1911, a l'Institut Pasteur. 
Les moelles ainsi traitées sont conservées a la glaciére 4 +3°. 
Elles ne sont plus utilisées pour la vaccination lorsqu’elles ont 
séjourné dix jours en glycérine. 
_ Chaque jour, les sujets en traitement regoivent 4 4 5 mm. de 
-moelle desséchée et triturée dans 3 cm® d’eau distillée stérile. Le 
traitement a une durée de quinze, dix-huit, vingt et un ou vingt- 
cing jours, suivant la gravité des morsures. 
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eh Le virus fixe actuellement utilisé représentait, le 31 décem-. rs 
a : } P ‘Sie 
bre 1948, le 1811° passage de la souche employée lors de la 4 
_ eréation du service de vaccination antirabique rue d’Ulm. a 


Afin d’éviter l’infection possible des moelles, celles-ci sont 

_ extraites avant Ja mort des animaux, qui sont saignés dés que la 

paralysie est complete. i | 
Le procédé d’extraction des moelles est celui décrit par Oshida. ¢ 
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rage chez V'animal mordeur. Be 
Catégorie A. — La rage de l’animal mordeur a été constatée 
*! par le développement de la maladie chez des animaux inoculés 
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Catégorie B. — La rage de l’animal mordeur a été: constatée 
par examen vétérinaire. 


Catégorie C. — L’animal mordeur est suspect de rage. 
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Les névraxes de 91 animaux ont été examinés par le service 
des vaccinations antirabiques. Trente-deux fois les commémoratifs 
de la morsure de ]’animal et l’examen histologique du systéme 
nerveux nous ont autorisés a4 arréter le traitement chez les per- 
sonnes mordues. 

Les principes généraux qui ont dicté celte décision ont été rap- 
pelés dans un rapport précédent [2]. 

6° Répartition des personnes traitées d’aprés les caractéres de 
la morsure : 
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7° Répartition des personnes traitées suivant que les vétements 
ont été interposés ou non.: 


8° Répartition des personnes traitées d’aprés le siége de la 
morsure [8] : 
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9° Répartition des personnes traitées d’aprés le nombre de jours 
écoulés entre la morsure et le traitement : 
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10° Autres renseignements : 


Répartition des personnes traitées par départements : 
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Le tableau ci-dessous indique les résultats généraux des vaccl- 
nations depuis l’origine. e 
ER ; 
ae ad ; 
i, ‘ PERSONNES | CATEGORIE | CATEGORIE | CATEGORIE pan MORTALITE 
a my j OUNEES traitées A B | @ a ane p- 100 
ie ) ; : 
4 EC 2 614 231 4,996 |. B44 25 0,94 
kr OER hoe sey 2 1.710 357 | 4 436 257 14 0,79 
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ES eae 4.539 324 945 320 4 025 
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ly Ee 1.648 432 4 008 508 6 0,36 
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meee 1808. 4.320 122 949 449 5 0,38 
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ae 4.529 150 918 464 6 0,39 
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nc Wee 782 410 346 356 
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4 Total général.) 55.140 7.084 27.194 | 20.865 451 0,28 ehh 
Le service antirabique a en outre délivré, en 1948, du vaccin Ae 
- 


-_ antirabique phéniqué a la demande des autorités militaires améri- 
--caines et britanniques et du vaccin phéniqué a usage vétérinaire 
a la demande des vétérinaires. b Be 
a 11° Mesures prises en vue de suivre l’évolution des cas traités 
- pendant siz mois au maximum. : 
_ Les médecins sont priés de nous tenir au courant des accidents i 
qui pourraient se produire pendant les six mois qui suivent le 
traitement. 
«12° Accidents paralytiques : Néant. 


Bee Set SNE 


Bs: -' 13° Décés : Néant. oe 
Bi La statistique pour 1948 est’ donc ainsi établie : : 
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ot de la morsure la plus dangereuse. 
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S, PRESENTATION D’OUVRAGES 

: or: Brumpt. — Précis de Parasitologie, 6° édition, Masson et C'*, édit., 
1949, Prix : 7.700 fr. 

. 

re Le Précis de Parasitologie du professeur Brumpt, précieux ouvrage 
. depuis longtemps classique et dont la derniére édition datait de 1935, 
* voit le jour sous la forme d’une 6° édition fortement augmentée, puis- 
qu'elle se présente en 2 volumes groupant 2.130 pages avec 1.308 figures- 
dont 220 ne figuraient pas dans l’ancienne édition. 


Les progres accomplis au cours des dix dernitres années dans la 
parasitologie ont conduit l’auteur A réviser nombre de chapitres et d 
compléter presque tous les autres sur des points souvent importants. 

La parasitologie évolue. Il est difficile d’énumérer toutes les décou- 
vertes accomplies depuis ]’édition précédente et qui ont entrainé les 
profonds remaniements de l’ouvrage qui nous est aujourd’hui offert. 

Le réle croissant joué dans la pathologie médicale par les insectes- 
vecteurs de maladies a conduit |’auteur, comme il l’avait déja fait dans 
les Gditions précédentes, & ne pas limiter son sujet a la simple des- 
cription des parasites ou des arthropodes, mais A décrire plus ow 
moins complétement l’affection qu’ils transmettent. . 

Ce ne sont plus seulement aujourd’hui des maladies A protozoaires 
que transmettent les moustiques, les tiques ou les acares, mais nombre: 
de maladies 4 virus d’importance primordiale comme les méningo- 
encéphalites de l’Extréme-Orient russe, de la taiga, des files japonaises. 
et du Pacifique ou de l’Amérique du Nord et du Sud. Ce sont aussi 
les typhus tropicaux, les rickettsioses de découverte récente comme la 
rickettsiose vésiculeuse. Des groupes parasitologiques, tels les lepto- 
spires, se sont augmentés de nombreuses espdces nouvelles, agents 
d’infections fréquentes des rongeurs sauvages, des animaux domes- 
tiques et causant occasionnellement des maladies humaines. 

Cr Des maladies parasitaires ont changé de groupe, tel le caralé, autre- 
fois altribué & un champignon et dont aujourd’hui un tréponeme, 
dont le réle a été démontré expérimentalement, est justement rendu 
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responsable. L’helminthologie s’est accrue d’un nombre trés élevé 
@especes et le cycle évolutif de certains trématodes est aujourd’hui 
complétement élucidé. 

La parasitologie humaine s’est enrichie de cerlaines mycoses comme 
Vhistoplasmose ou la coccidioidomycose dont limportance n’était 
méme pas soupconnée autrefois. Dans l’ordre des protozooses, la toxo- 
plasmose humaine, considérée il y a vingt ans comme une rareté, est 
devenue une infection trés répandue a laquelle les études contempo- 
raines assignent le réle capital dans la genése des différentes malfor- 
mations congénitales et de certaines affections du systéme nerveux. 

Tout en conservant la ‘présentation d’un précis, par l’importance des 
renseignements qu'il renferme et l’extension qu’il a pris, et plus 
encore. par l’autorité de son auteur, l’ouvrage fait aujourd’hui figure 
de traité. Il est impossible d’étudier un domaine quelconque de !a 
parasitologie, de la pathologie tropicale ou des maladies transmises par 
des insectes vecteurs sans avoir A s’y référer constamment. 

La science évolue si rapidement qu’il faut s’attendre a voir la para- 
sitologie évoluer encore dans les années qui viennent. On peut attendre 
des progres & venir une meilleure connaissance du cycle évolutif de 
certains exoparasites et du rdle qu’ils jouent dans la_ transmission 
des maladies (par exemple les acares dans le typhus. tropical ou les 
moustiques dans l|’encéphalite japonaise B) ot nous ne connaissons 
souvent qu’une partie de l’histoire des hétes intermédiaires du virus. 
On peut aussi se demander si des espéces actuellement décrites sépa- 
rément ne viendront pas se fondre en variétés d’une méme espéce. 
C’est le cas, par exemple, pour les fiévres récurrentes ot, aprés une 
tendance 4 J’individualisalion qui est peut-étre excessive, il est pro- 
bable que lunification se fera pour la plus grande simplification de 
étude des borrélioses. Quoi qu’il en soit, le livre du professeur 
Brumpt nous donne, sous une forme rajeunie, l’aspect actuel de la 
parasitologie. La parution de ce livre peut étre saluée comme celle 


d’une oeuvre magistrale. 
124, by: 


G S. Wilson et A. A. Miles. — Topley and Wilson’s Principles of bac- 
teriology and immunity, The ‘Williams and Wilkins Company, 
Baltimore, 3° édit., 1946. 


Le classique Topley et Wilson, qui a été de multiples fois réimprimé, 
parait aujourd’hui en deux volumes sous forme d’une troisi¢me édi- 
tion due & Wilson et Miles. Cet ouvrage fondamental se présente avec 
toutes les qualités des éditions devanciéres, révisé et complété des 
acquisitions récentes. Certains chapitres ont été entiérement écrits 
3 nouveau ou présentés sous une forme considérablement augmentée 
et modifiée, comme ceux sur le bactériophage, les métabolites essen- 
tiels, l’action des substances antibactériennes, etc. 

Le plan général de l’ouvrage est resté le méme, mais les additions 
sont nombreuses et le nombre des pages est passé 4 2.055. Chaque cha- 
pitre constitue en lui-méme une revue générale du sujet traité. 

Les divisions principales de l’ouvrage comportent la_ bactériologie 
générale, la systématique bactérienne avec le détail de 1’étude de 
chaque genre et des principales espéces, l’étude de l’infection et de la 
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K. C. Bergin. — Aviation Medicine. Its theory and application. The 
Stonebridge Press, London, 1941, 1 vol., 447 pages, 131 figures. 


Ce livre, comme l’auteur le précise lui-méme dans la préface, ne 
prétend pas décrire des recherches originales, mais n’est qu’une tenta- 
tive pour présenter aux médecins une rapide revue des problémes 
médicaux, physiologiques, psychologiques’ et épidémiologiques concer- _ 
nant J’aviation. Aprés un bref historique, il étudie l’action sur le per- — 

sonnel navigant, militaire et civil, de la haute altitude, de la vitesse, 
de l’accélération, de la température, du bruit, ete. Tl recherche 1]’étio- 
logie et les symptOmes du « mal de Vair », de la surdité, des — 
gelures, elc., conséculives au vol a différentes altitudes. Une quatriéme 
partie est consacrée a Ja psychologie de |’aviateur et aux perturbations 
que peut subir cette psychologie dans différentes conditions : névroses 
diverses, leurs causes et leur traitement. Enfin, le dernier chapitre — 
étudie les problémes épidémiologiques et le danger que peuvent cons- 
tituer les avions comme transporteurs de microbes pathogénes ou 
d’hoétes intermédiaires (moustiques, etc.). 
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COMMUNICATIONS 


_-—s SUR: ETUDE DE LA STREPTOMYCINO-RESISTANCE 
Ra DU BACILLE TUBERCULEUX s5 
>. PAR LA METHODE DE L'INOCULATION INTRADERMIQUE 
Ret AU COBAYE ET SES ENSEIGNEMENTS | 


par Errenne BERNARD et B. KREIS. 

ae. : a 
Be 5 Daddi et Lucchesi (1) ont proposé, pour déceler la streplomycino- 
résistance des bacilles tuberculeux, d’injecter la souche a éludier dans 
i : le derme de cobayes soumis ensuite au traitement par lantibiotique. 

Pi Celle technique, étudiée indépendamment par Gernez-Rieux, Sevin et — 

Sal M"e Cheffet (2), permet de réaliser une détermination in vivo dont 


ie (1) G. Davpr et M. Lucenesi, Ann. Ist. Carlo Forlanini, 1948, 44. 
(2) Ch. Grrnez-Rieux, A. Sevin ct Mle Currrer, Revue Tub., 1949, 43, 326. 
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Panimau pan pine non traités présentent wea tous les cas un ‘vaste 


chancre d’inoculation ; chez les animaux traités ce chancre n ‘apparait 
se lorsqu’il s’agit a’ une souche résistante. 
Nous avons réalisé, par cette technique, 67 déterminations de strep- 
_ tomycino-résistance qui nous ont permis les constatations suivantes : 

1° Dans des conditions expérimentales correctes la méthode met en 


_€vidence la résistance des bacilles de facon trés évidente. Nous avons 
pu également, grace a elle, distinguer des résistances totales (ot. le 


chancre devient aussi volumineux et extensif, sinon plus, que chez 
fes témoins non traités) et des résistances partielles (ot l’apparition 


et Vextension de la lésion dermique sont nettement ralenties. La 


notion de résistance partielle, que nous avons été parmi les premiers 
a définir (3), trouve donc ici sa confirmation objective. 

2° La concordance des résultats obtenus avec ceux des méthodes 
in vitro a toujours été trés satisfaisante. Pour préciser cette notion, 
nous avons déterminé la résistance, pour 11 souches de sensibilité 
variable, en utilisant conjointement toutes les techniques suivantes : 
culture en milieu liquide de Dubos (au Tween 80) et en milieu de 
- Youmans’; culture sur milieux solides: milieu de Petragnani, milieu 
solide de Dubos et gélose a4 l’couf de Herrold ;- culture en voile sur 
_ milieu de Sauton ; culture sur lame. Les résistances obtenues ont été, 
sur tous les milieux, de plus de 1.000 pour 3 souches ; entre 10 et 


- 100 pour 2 souches ; au-dessous de 1 pour 2 souches. Parallélement, 


les 5 premiéres souches se montrérént résistantes chez le cobaye et les 
2 derniéres sensibles. Sur les 4 souches restantes, dont la sensibilité 
variait de 1 A plus de 10 suivant les milieux, 3 furent classées par- 


 tiellement résistantes chez le cobaye ; la quatriéme avait une résistance 


‘de moins de 1 unité en Sauton, sur Herrold et sur Dubos solide ainsi 


-qu’en culture sur lames, mais entre 2 et 10 en Dubos liquide et en 


Youmans ; elle se montra résistante chez le cobaye. Hl est intéressant 
de noter que le malade, dont Ja souche provenait, n’obtint prati- 
quement pas d’amélioration du traitement par la streptomycine, sem- 
blant ainsi justifier les prévisions du filtrage sur le cobaye. 

3° Cependant, il faut souligner que la méthode n’est utilisable que 
“dans certaines conditions de richesse bacillaire, de dosage d’antibio- 
- tique, et surtout de durée d’observation. 


a a ‘. . . x 


En ce qui concerne la quantité de bacilles a inoculer, une série 


_.d’expériences comparatives nous a montré qu’elle pouvait varier nota- 
-blement suivant les souches. Toutefois, s’il suffit parfois de 1/500 de 
a milligramme de bacilles pour obtenir une réponse nette, ces faibles 


taux exposent a des erreurs, car ils peuvent se montrer insuffisants 


4 faire apparaitre le chancre, indépendamment de toute action de la 


_streptomycine, et faire méconnaitre la résistance des germes. Inver- 
-sement, des doses de bacilles trop élevées peuvent entrainer l’appari- 


- tion précoce d’un chancre sur l’animal traité, méme s’il s’agit d’une 


souche sensible. 


- D’une facon générale, le poids de bacilles qui nous a donné les meil- 


(8) Etienne Bernarp et B. Kruis, Revue Twb., 1949, 13, 124. 
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leurs résultats a oscillé autour de 1/10 de milligramme (bacilles pesés 
humides) de culture sur Petragnani. 

La dose de streptomycine n’est pas non plus indifférente. Quand 
elle n’était pas suffisante (6.000 unités par jour) nous avons vu par- 
fois survenir des ulcérations cutanées, méme avec des doses adéquates 
de souches parfaitement sensibles ; ces ulcérations guérissaient toute- 
fois avec la continuation du traitement. Nous avons adopté la poso- 
logie de 20.000 unités quotidiennes en deux injections. 

L’incertitude ou l’on est d’avoir utilisé une dose convenable de 
bacilles justifie la nécessité d’une observation prolongée des animaux. 
Nous nous séparons ici des précédents auteurs qui pensaient pouvoir 
relever les résultats dés les quinze premiers jours. Dans nombre de 
nos cas, cette lecture précoce nous aurait conduits a une erreur 
complete, soit que l’ulcération d’une souche partiellement ou comple- 
tements résistante ait mis plus d’un mois a apparaitre, soit qu’une 
souche sensible ait provoqué un chancre évoluant progressivement vers 
la cicatrisation. Nous avons sotivent été amenés ad traiter nos animaux 
pendant deux mois avant de pouvoir considérer le résultat comme 
définitif. : 

Il nous parait important de souligner ici le paradoxe que constitue, 
au cours du traitement streptomycinique, le développement d’un 
chancre sous l’action de bacilles sensibles et la disparition de ce 
chancre par la continuation du méme traitement. Notons que les 
ulcérations obtenues sont bien des chancres tuberculeux et non des 
lésions nécrotiques d’hypersensibilité locale ; elles contiennent en effet 
des bacilles vivants en abondance et l’inoculation paralléle de tuber- 
culine ou de bacilles tués ne provoque jamais le moindre nodule 
nécroltique. 

Nous avions déji relevé des phénomeénes analogues en étudiant le 
comportement de l’allergie et des lésions histologiques chez les cobayes 
traités (4). Nous avions vu parfois l’allergie apparattre puis disparaitre, 
les foyers tuberculeux se développer, puis se cicatriser, et nous avons 
montré que « tout se passait comme si l’organisme infecté ne pouvait 
réagir efficacement qu’aprés un certain délai nécessaire aA 1’établis- 
sement des mécanismes d’immunité relative vis-A-vis du bacille tuber- 
culeux ». Steenken et Pratt, plus récemment, ont apporté A notre 
thése des expériences entitrement confirmatives (5). L’étude des réactions 
intradermiques, chez le cobaye traité, met & nouveau le fait en valeur 
ct montre l’influence du nombre de bacilles et de la dose d’antibiotique 
dans son apparition. 

Un autre phénoméne bien connu est la récidive tardive des lésions 
en apparence guéries par l’antibiotique. Ceétte récidive n’a pas 6té 
constatée pour les ulcérations de nos cobayes, méme quand ils mou- 
raient, apres arrét du traitement, de 1’évolution spontanée de leurs 
Jésions viscérales, Nous avons pu observer néanmoins cette récidive dans 
un cas ott l’animal avait survécu sept mois. Il s’agissait d’une souche 
sensible ayant donné lieu a un chancre précoce qui se cicatrisa en six 
semaines ; le traitement fut alors arrété. Cinq mois plus tard, Vuleé- 
ration était & nouveau en pleine activité, 


(4) Et. Bernarn et B. Krers, Revue Tub., 1948, 42. 353. 
(5) W. Sreexen JF et P. C, Pratr. Am, Rev. Tub., 1949, 59, 664, 
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En REsuME. — Nos constatations montrent les limites et l’intérét de 


la méthode d’étude de la streptomycino-résistance par injection intra- 
dermique au cobaye. Nous ne considérons pas qu’il s’agisse d’une 
technique pratique pour déterminer la streptomycino-résistance en 
clinique. Elle nécessite en effet la culture et lisolement de la souche A 
‘étudier ; une pesée bactérienne délicate ; des injections biquotidiennes A 
des cobayes souvent porteurs d’ulcérations sécrétantes, riches en bacilles 
(et en bacilles résistants !) ; une longue durée d’observation. Néanmoins, 
par le caractére particulitrement objectif de ses résultats, elle constitue 
une méthode d’expérimentation précieuse, qui permet d’approfondir les 
modalités d’action de la streptomycine. Nous en avons particulicrement 
retenu la démonstration in vivo de la signification des résistances 
partielles et la confirmation du réle que jouent les phénoménes, d’im- 
munité dans l’action thérapeutique de la streptomycine. 


(Clinique de la Tuberculose, Idépital Laénnec.) 


REPARTITION DES BACILLES 
PLUS OU MOINS RESISTANTS A LA STREPTOMYCINE 
SELON LES ORGANES ET LE TYPE DE LESION 
DANS LA TUBERCULOSE EXPERIMENTALE DU COBAYE 
ACTION DES TRAITEMENTS PAR L’ANTIBIOTIQUE 
par Fernanp TISON. 


Certains malades, tuberculeux pulmonaires, eracler? des bacilles 
streptomycino- résistants apres un traitement de 60 g. D’autres continuent 
4 expectorer des bacilles sensibles aprés un traitement de 200 g. étalé 
sur deux cents jours. D’autre part, chez un méme sujet, on peut déceler 
des bacilles de résistance variable suivant les lésions étudiées. 

Nous nous efforgons actuellement d’isoler les souches issues de lésions 
pulmonaires, pleurales, ganglionnaires, articulaires, etc., chez des 
malades traités. Mais il faudrait accumuler un nombre de ‘faits consi- 
dérables pour en tirer des régles générales. ; 

Les belles observations d’Et. Bernard et son école (1) au sujet des 
adénopathies malignes jettent un jour particulier sur cette question. 

Ce travail a pour but d’étudier si, dans la tuberculose expérimentale 
du cobaye, de tels faits se produisent dont 1’étude pourrait peut-étre 
apporter quelque clarté & ce probleme. 

1° La streptomycino-résistance peut-elle apparaitre chez le cobaye 
traité ? — Les avis des auteurs sont partagés A ce sujet (2, 3, 4). Nous 


(1) Et. Bernarp, B. Krets, A. Lorre, M. Manroux, Bull, Mém. Soc. méd. 
d16p;,' 1949, 4.50: 

(2) W. H. Fetpman, A. G. Kartson et H. C. Hinsuaw, Am. Rev, Tub., 1947, 
56, 346. 

(3) W. Sreenxen, Am. Rev. Tub., 1947, 382. 

(4) A. G. Karuson, W. A. Ferpan et H, . HinsuAw, Proc. Soc. exp. Biol., 
Med., 1947, 64, 6. 


‘servi de témoins. Les autres, par groupes de 4, ont été traités avec des 


trop peu sensible pour une dose quotidienne de 2,5 mg, elle allait — 


~ culeux humain a la streptomycine. ‘4 


~ANNALES: DEL axsniror PASTE un . vee be a 
avons inoculé 18 cobayes sous peau | de la cfcee gauche, ‘avec 
souche’ sensible, issue d’un sujet non traité. Quatre de ces animaux ont 


doses d’antibiotique variant de 2,5 milligrammes & 2 centigrammes par 2 
jour. Certains en 2 injections quotidiennes, d’autres en- cae ‘seule. Un 
animal de chaque groupe a été sacrifié au troisiéme mois & la fin — 
méme du traitement, les autres, dix & vingt et un jours apres. la fin ded 
traitement pour laisser un certain temps de rechute. A l’autopsie, leis 
type de lésion de chaque organe était noté (aed®me simple, granulations, 
tuberculés, caséum plus ou moins liquéfié, etc.). Des cultures ont été a! 
faites pour chaque animal A partir du ganglion inguinal gauche, de 
la rate, des poumons. La résistance des souches obtenues 6tait ensuite | 
mesurée par repiquage (5) (6). 
Si l’atténuation des lésions par rapport aux animaux témoins était > 


a 


croissant ensuite. Il a été cependant possible d’obtenir des cultures “a 
partir d’organes apparemment intacts macroscopiquement, S. 
Dans aucun organe, pour aucun type de lésion, nous n’avons pu 

constater la nieindrd augmentation de la résistance du_bacille tuber- 
ye 


{ 


Les expériences suivantes, faites dans les. mémes conditions, gardent 
done toute leur valeur. ¥ 
2° La streptomycino- -résistance acquise persiste-t-elle ? — De noe 
breux auteurs ont constaté que la résistance acquise persiste apres — 
passage chez l’animal. Par une expérience exactement calquée sur la — 
précédente, mais en partant d’une souche résistant & 100 y et d’une — 
souche strictement dépendante & 10 + et résistante 4 50 y, nous avons’ 
constaté la stabilité des caractéres acquis, quels que soient l’organe, le’ 
type de lésion et le traitement appliqué. 2 
Nous avons constaté une fois de plus (5) que la streptomycine était 
sans action, méme a 2 cg. pro die, sur les animaux inoculés avec les 

souches résistantes. 

Par contre, la tuberculose provoquée par la souche dépendante est 
rapidement aggravée par les mémes doses d’antibiolique par rapport — a 
aux animaux témoins. Les lésions, de type miliaire, étaient plus exten- — 
sives et les cobayes trailés sont devenus rapidement’ cachecliques. — 

Devant les résultats de ces deux expériences préliminaires, nous avons — 
pu en tenter une troisiéme, plus complexe, destinée A rechercher s “Te 
n’existe pas une affinité spéciale des bacilles pour tel ou tel Oren 
ou tel ou tel type de Iésion, suivant la résistance acquise. ? 

3° Elude de la tuberculose expérimentale provoquée par Vinoculation — 
Mun mélange a parties égales de bacilles sensibles et de bacilles résis- — 
fants @ la streptomycine. — Une émulsion, contenant en parties cgaleey y 
une souche sensible et la souche résistante & 100 ~ déja étudiée, a été 
inoculée sous la peau de la cuisse gauche de 8 groupes de cobayes. 4 

Premier groupe témoin ; - 
Deuxiéme groupe traité par 2,5 mg. de streptomycine par jour ; Babes 
Troisiéme groupe traité par 2 ce. oa 


Dans le deuxitme et troisitme groupe, les animaux ont été sacrifiés 


= 
vi 
. 


ma 


(5) FP. Trsox, Sem. Hép., 1949, 39, 1685. 
(6) Kinison et Neepuam, Proceed. Staff Meet. Mayo Clinie, 1948, 401, 


> pendant le traitement, miissltOt aks et antes une. rechute de dix a- 
vingt et un jours aprés la fin du traitement. Le cobaye témoin corres- 
- pondant était sacrifié en méme temps. L’autopsie et la culture étaient 
__-pratiquées dans les mémes conditions que précédemment a partir du Gs 
_* ganglion inguinal gauche, de la rate, des poumons. eh 
3 Les mesures de résistance étaient faites aprés homogénéisation. soi- ae .y 
gneuse (7) et toujours sur milieu solide. Cette méthode est en effet la 
seule qui permette une numération des colonies et donne une idée : 
-approximative de la proportion des germes sensibles et résistants. 
_-_—-—s* Tous les résultats permettent de tirer les conclusions suivantes ;, 
a) Les lésions, dans l'ensemble, étaient aussi importantes et aussi 
_--- étendues_ chez les sujets traités que chez les témoins. Ce qui confirme 
c les constatations de Steenken et Wolinsky (8). ae gs 
b) Chez les animaux témoins, on retrouve dans tous les organes 


ia étudiés, quel que soit le type de lésion en cause (caséeuse ou non), une 
__— proportion sensiblement égale de bacilles sensibles et résistants. teed 
‘om Il ne semble pas y avoir d’affinité spéciale pour tel ou tel BIS oy) Bene : 
pour tel ou tel type de lésion, des germes résistants. (oat 


c) Chéz les animaux traités par des doses fortes, seuls les bacilles — 
résistants diffusent dans les divers organes sans variation de la résis- 
tance initiale. Les bacilles sensibles sont apparemment éliminés ee 
tous organes et Iésions et ne semblent en aucun cas a l’abri du médi- 
cament, méme dans le caséum. 
ae La survie de l’animal aprés arrét du traitement permet a nouveat : 
leur dissémination. 
Pe ~ 4° Conclusions. — Malgré quelques constatations intéressantes, les 
conclusions de ce travail sont plutét négatives. 

De méme que la maladie tuberculeuse est essentiellement différentc 
chez l’homme et chez le cobaye, de méme les mécanismes d’action dc 
la streptomycine semblent différer sur de nombreux points. 
ae En tout cas, quand on veut mesurer la résistance de bacilles mis en 
évidence par la seule inoculation [ce qui arrive assez souvent chez 
Venfant (5)], om peut sans arritre-pensée mesurer Ja résistance par la. 
rétro-culture de n’importe quel organe de l’animal. Le taux de la 
résistance et la proportion des colonies sensibles ne s’en trouveront ; 
pas sensiblement changés. 


(Laboratoire Central des villages sanatoriums de haute altitude, 
Praz-Coutant [Haute-Savoie |.) 


OD F. Tison, ces Annales, 1949, 77, 313. 
(8) StEENKEN et E. Wo.insxy, Am. Rev. Tub., 1948, 58, 353 
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RESISTANCE AU VIRUS 
DE LA LYMPHOGRANULOMATOSE VENERIENNE 
ENGENDREE CHEZ LA SOURIS 
PAR ENCEPHALITOZOON CUNICULI 


par P. LEPINE et V. SAUTTER. 


Au cours des passages d’entretien de deux souches différentes de 
lymphogranulomatose vénérienne, et plus récemment a loccasion 
d’expériences sur ces virus, comportant linoculation d’un_ grand 
nombre de souris par voie intracérébrale avec des dilutions de concen- 
tration décroissante, nous avons eu l’occasion d’observer un _ phéno- 
méne paradoxal : la protection contre le virus de la lymphogranulo- 
matose vénérienne (L. v.), assurée par une infection chronique 
antérieure, due A Encephalilozoon cuniculi (EB. c.). 

Rappelons tout d’abord que les lésions causées par ces déux infections 
au niveau du névraxe de la souris sont tres différentes et aisément 
reconnaissables les unes des autres ; dans la lymphogranulomatose véné- 
rienne, lésions de lV’infundibulum ct des plexus choroides avec hydro- 
céphalie tardive consécutive, présence du virus dans les cellules ¢pen- 
dymaires et choroides ; dans l’infection A Encephalitozoon cuniculi, 
petits foyers encéphalitiques disséminés dans l’encéphale et surtout 
existence de gros kystes renfermant en abondance des sporozoaires dont 
les caractéres, la morphologie et la taille sont aisément reconnaissables. 

Pour les passages d’entretien de lymphogranulomatose vénérienne, 
on inocule par voie intracérébrale avec une suspension du virus, des 
souris provenant d’éleveurs divers. Les souris qui ont survécu sont ulté- 
rieurement sacrifiées et les passages faits avec contréle histologique de 
Vétat du cerveau. 


En régle générale, le cerveau de telles souris renferme constamment 


le virus et présente des lésions manifestes et intenses de lympho- 
eranulomatose chronique. 

Nous avons été depuis plusieurs années frappés par le fait qu’il 
arrivait parfois que des souris sacrifiées ne présentent aucune lésion 
de maladie de Nicolas et Favre, et que souvent ces souris néeatives 
présentent des kystes d’Encephalitozoon cuniculi. Il arrive qu’il y ait 
coexistence des deux types de lésions, ainsi que le montrent quelques 
exemples pris dans nos cahiers d’expériences 
Passage du ? janvier 1942 : 3 souris A lésions L. vy. virulentes, 1 souris 
iésions HZ. ¢. seules, non virulentes ; 

Passage du 26 octobre 1942: 4 souris L. v., 1 souris L. v. et EL. ec. 
Passage du 28 février 1943: 7 souris L. v., 1 souris L. v. et E. ec. 
Passage du 5 février 1946: 14 souris L. v., 1 souris L. v. et E. ¢., 
i souris E-'¢, 

Il y a lieu de remarquer que toutes les fois o& l’on observe Ja 
coexistence de lésions dues A KH. c. et de celles dues au virus de la L. Noo 
il s’agit soit de souris chroniques conservées pendant longtemps au 
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laboratoire el ot Vinfection & E. c. a pu etre postérieure & Vinocu- 
lation du virus L. v., soit de souris en période aigué sacrifiées dans 
Jes jours qui suivent inoculation d’une souche L. v. tres virulente 2 


un taux concentré. Ces observations répétées suggérent donc une 


protection exercée par ]’infection spontanée 4 E. c. contre l’inoculation 
du virus L. v. 

Cette protection s’observe aussi bien contre la souche Kam [isolée en 
octobre 1930, par C. Levaditi, P. Ravaut, P. Lépine et R. Schoen (1) et 
ayant subi de multiples passages], que contre la souche V; [isolée en 
octobre 1948, par J. Levaditi, P. Lépine, P. Vinzent et L. Reinié (2)], 
souche qui est remarquable par l’intensité des Iésions qu’elle cause, 
par son titre éleyé et la haute mortalité qu’elle entraine chez les 
souris. 

Au cours d’expériences qui ont été rapportées ailleurs [P. Lépine ct 
V. Sautter (3)], on observe : 

a) Sur 60 souris inoculées avec la souche Kam a des concentrations 
déterminant réguli¢rement l’infection et sacrifiées 4 la phase aigué, 
10 souris sont négatives, mais présentent toutes des kystes d’Z. c. ; 
5 souris ne présentent aucune lésion de lymphogranulomatose, mais 
pas non plus de kyste HE. c. sur les coupes examinées. Toutes les autres 
sont positives avec des lésions de lymphogranulomatose, mais pas unc 
seule n’a de kyste BE. ec. 

b) Sur 20 souris chroniques inoculées avec la méme souche, 9 sont 
négatives, 4 d’entre elles présentent des kystes 4 H. c. sur les coupes, 
alors qu’il n’y a aucun kyste chez les 11 souris positives. 

Dans une autre expérience :. 

a) Sur 52 souris inoculées et sacrifiées 4 la phase aigué, 50 sont 
positives et ne présentent pas de kyste a E. c., 1 est négative avec kyste, 
1 négative sans kyste. 

b) Sur 60 souris chroniques, 58 sont positives sans kyste a Ff. ¢., 
2 présentent des superpositions de lésions de L. v. et des kystes a LH. c. 

Il est facile de vérifier par ailleurs que lorsque les souris présentent 
des kystes 4 EZ. ¢. avec absence de lésions de L. v., le passage destiné a 
mettre en évidence Ie virus de la lymphogranulomatose vénérienne 
demeure négatif. 

Au total, sur plus de 5.350 souris examinées depuis janvier 1942, 
aprés inoculation du virus de la lymphogranulomatose vénérienne par 
voie intracérébrale, on constate que la trés grande majorité des souris 
inoculées (environ 98 p. 100) présentent des Ilésions typiques de 
Jinfection 4 virus et ne montrent jamais de kyste 4 encephalitozoon. I 
arrive que des souris ne présentent ni lésions, ni virus de la lympho- 
eranulomatose vénérienne : huit fois sur dix environ, il s’agit de souris 
atteintes de kystes 4 Encephalitozoon cunicult ; ceux-ci peuvent du 
reste avoir eu un siege névraxique différent pour les souris ou leur 
recherche reste négative. Lorsqu’on observe Ja coexistence de lésions 
d’encephalitozoon et de lésions de lymphogr2nulomatose, il s’agit soit 


(1) C. Levapitr, P. Ravaut, P. Liérine et R. Scuoen, ces Annales, 1932, 
\ 
48, 27. 

(2) J.-C. Levanirr, P. Lupine, P.-Vinzext ct L. Remi, ces Annales, 1949, 
76, 369. 

(3) P. Liépine et V. Saurrer, C. R. Acad. Sci., 1949, 228, 1985. 
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“ala souris conservées au Peek a RaeEeny de. longues périodes % 
infection & protozoaires a pu étre postérieure & Vinfection a vir 
soit de souris récemment inoculées avec un virus de lymphogrant 
matose exallé et de titre dlevé. > | 4 

Nous nous proposons d’étudier systématiquement ce phénoméene ps 
ressort clairement a’ ‘observations poursuivies depuis plusieurs années. 


(institut, Pasteur, Service des Virus.) 


RECHERCHES SUR L’HEMOLYSINE 
DE CL. BIFERMENTANS 


par A.-R. PREVOT et M. CAPPONI. 


En 1902, décrivant Cl. bifermentans, Tissier et Martelly ont ouvert 
sans le youloir un certain nombre de problémes de bactériologie dont 
plusieurs ne sont pas encore résolus ; parmi ceux-ci et avant tout, 
celui des limites de l’espeéce et de ses rapports avec les especes voisines. — 
La question de son hémolysine n’est qu’un des aspects de ce probléme 
sur lequel les auteurs francais sont en opposition apparente avec les 
auteurs américains et anglais. La contribution que nous présentons 
aujourd’hui apporte certains faits en faveur de la thdse francaise. 

4 Dans leur récent travail de 1947, E. M. et A, A. Miles (1), omt mis en 
évidence, dans les filtrats de culture de Cl. bifermentans, une hémo- 
lysine active sur les hématies de lapin et de souris, inactive sur celles’ 
de cheval, mouton, cobaye et homme, non léthale en injection intra: 
veineuse 4 la souris et A peine toxique sous la peau du cobaye. Ils Von 
identifiée & une Iécithinase C, hydrolysant la Iécithine du jaun 
d’ceuf avec libération du phosphore acido-soluble entre pH 5 et pH 62 a 
(optimum 6); elle est antigéniquement parente de la lécithinase ( 
de W., perfringens (toxine g) dont elle différe par son pH optimum 
son indépendance des ions Ca++, son faible pouvoir hémolytique ¢ L 
sa tres faible toxicité, mais elle est neutralisée par lantitoxine g de 
W. perfringens et réciproquement Vantihémolysine de Cl. bifermenta is 
neutralise la toxine g de |W. perfringens. the 

Or, Tissier et Martelly et apres eux Weinberg et Séguin (2), avaient 
écrit que Cl, bifermentans ne sécrétait jamais d’hémolysine. Ce to 
premiere opposition appelait une vérification expérimentale d’ordre 
historique et statistique. Cetle vérification n’a été possible que ; 1° ie 
le fait que nous possédons la souche historique de Tissier, que ¢ 
auteur a confiée personnellement & Yun de nous en 1924 et qui 
entretenue dans notre collection, depuis celle époque sous la d 
gnation « T.M. » ; 2° par l'étude de 33 autres souches réponda 


rigourcusement a& Vespece Cl. bifermentans, isolées de nombre 
: habitats : plaics de guerre infectées, sol, boues fluviales de France et 
i a), 
4 (1) 3. M.’Mires et A. A. Mires, J. gen. Mierob., 1947, 4, 385. 


(2) Wrixsera et Sreuin, La gangrene gazeuse, 1918, Masson, édit. 


"Atriqué, appendiciles aigués, conserves de viande souillées, “sources | 
 thermales sulfureuses, etc.. 
Les cultures ont été faites en bouillon V. F. ~ glucosé a 9 p. 1.000, 
pH 7,4, et filtrées aprés vingt-quatre heures d’étuve. Elles ont’ été 
- éprouvées sur hématies de lapin et de mouton  lavées et TeMISeS) (CT wesw 
suspension 4 5 p. 100. — 
__ Sur 34 souches, 19 se sont montrées hémolytiques & des taux allant. 
de 0,8 cm? A 0,01 cm® vis-’-vis de 0,5 cm® de la suspension d’hématics 
; et 15 ont été absolument dépourvies de tout pouvoir aa ret 
q Parmi cés 15 souches non hémoly tiques, se trouve la souche « T. M. 
historique, de Tissier. Ainsi, il n’y a pas d’autre discordance entre ae 
x auteur et les auteurs anglais que celle-ci : Tissier et Martelly ont étudié 
une souche non hémolytique et Miles et Miles une souche hémolytique. 
a Notre étude donne une vue nouvelle de la question : 44 p. 100 des 
souches de Cl. bifermentans ne sont pas hémolytiques contre 56 p. 100 
i ne sont. hémolytiques. 
a En examinant lorigine et la date d’isolement de nos souches, nous 
_ pouvons tout de suite réfuter une objection qui vient immédiatement 
_  & Vesprit : les souches non hémolytiques pourraient avoir perdu en 
collection leur hémolysine. Or, la souche 446 A isolée trés récemment 
dans un échantillon de daxirie fraichement prélevé ne possédait pas Ie 
a moindre pouvoir hémolytique le jour méme de son isolement en 
- culture pure, alors que les souches « Staub » (vingt-six ans de collection) 
- 194-II (vingt-cing ans), 223-II (vingt-trois ans), sont nettement hémo- 
_lytiques. De plus, parmi les souches hémolytiques, on remarque 
-autant de souches isolées d’infections humaines que de souches isolées 
du sol et des eaux, de méme que parmi les souches non hémolytiques 
on constate la méme répartition. 
Bi La divergence entre nos résultats et ceux de Miles et Miles, quant a 
_ la nature des hématies sensibles, est plus significative. Pour eux, seules 
les hématies de lapin et de souris sont sensibles. Or, nos 19 souches 
hémolytiques sont aussi actives sur globules rouges de mouton que 
sur globules rouges de lapin, et les 15 souches non hémolytiques ne le 
- sont ni sur Jes unes, ni sur les autres. De plus, il y a un parallélisme 
- tres net, dans nos expériences, entre le titre hémolytique sur hématies de 
~mouton el sur’ hématies de souris. Or, il s’agit bien de la méme hémo- 
Ke lysine que Miles et Miles ont mise en évidence, puisque les 19 échan- 
=i -tillons ont été neutralisés par des doses d’antiloxine-perfringens, allan\ 
du 1/1. 000 au 1/20.000 de centimetre cube, fait qui, joint A celui que 
NS les mémes 19 échantillons donnaient une réaction de Nagler positive 
avec Je sérum humain, inhibée par le sérum anti-perfringens aux doses 
 spécifiques, montre bien gu’il s’agit de la lécithinase décrite par ces 
auteurs. L’absence totale de toxicité par injection intrayeineuse a la 
_ souris a été confirmée. SS 
Toutefois, au cours de ces expériences, nous avons constaté des faiis ; ‘ 
ct ‘apparence paradoxale. Ainsi le filtrat A 44 qui donne un trouble trés 
net en présence de sérum frais humain a montré qu’en présence de Riek" 
ee -quantités variables de sérum_ anti- perfringens, ce trouble était ou ; 
— n’était pas inhibé 
* Nous n’avons trouyé aucune explication a ce fail. 
c Interprétation de ces faits dans le cadre de la systématlique de 


2 
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Pibltrat we ade ot egos 0,5 0,5 0,5 0,5 

Sérum humain frais . . 0,4 0,4 0,4 0,4 

Sérum anti-perfringens . 0,04 0,004 0, 0001 O72 
n 


ATOUDLGS ae. 4h ae Inhibé, Inhibé. Inhibé. Positif. 
I 


\ 
Vespéce Cl. bifermentans. — Ces faits, joints a d’autres, montrent que — 
lespece Cl. bifermentans est complexe et comprend plusieurs variétés — 
stables. Etant donné que la souche historique de Tissier’ n’est pas 
hémolytique, nous pensons que nous devons la considérer comme 
représentant |’espéce-type ; ainsi Cl. bifermentans reste lVespece non 
hémolytique décrite par Tissier et Martelly, Weinberg et Séguin, etc... 
L’existence de nombreuses souches hémolytiques dont le pouvoir hémo- — 
lytique et lécithinasique a été mis en évidence pour la premiére fois par 
Miles et Miles, nous incite 4 individualiser ces derniéres en une variété, 
que nous dédions aux Miles, sous le nom de Cl. bifermentans, yar. 
milesi nv. var. 

Nous rappelons que A. Sartory et J. Meyer, en 1941 (38), avaient 
individualisé une autre variété de Cl. bifermentans, sous le nom de 
Cl. bifermentans var. pyogenes, caractérisée par sa_ thermorésistance 
plus grande, sa thermophilie marquée, son pouvoir fermentaire restreint, 
son pouvoir réducteur faible, son pouvoir réducteur des nitrates en 
nitrites et son pouvoir pyogéne. 

Nous pensons que l’espece bifermentans comprend d’autres variéltés, 
particulitrement dans le domaine biochimique ; le probléme de ses 
relations taxonomiques avec Cl. valerianicum et Cl. caproicum, soulevé — 
par A.-R. Prévot (4) et ses collaborateurs (5) n’est pas encore définiti- 
vement résolu, mais tout laisse prévoir qu'il s’agit d’un groupe trés 
important et trés divers ot. de nombreuses recherches restent a faire. 


Unstitut Pasteur. Service des Anaérobies.) 


ACTION DE L’ACRIFLAVINE SUR LES LEVURES 


Vil. — SUR L’ACTIVITE CATALYTIQUE DU CYTOCHROME C 
DES MUTANTS « PETITE COLONIE » DE LA LEVURE 


par Prorr P. SLONIMSKI. 


Dans un travail précédent (Slonimski et Ephrussi, 1949), il a été 
montré que les souches mutantes de la levure de boulangerie (Saccha- 
romyces cerevisie), appelées « petite colonie », sont dépourvues de 


(3) A. Sartory et J. Meyer, Bull. Acad. Méd., 1941, 424, 636. 

(4) A.-R. Privor, Manuel de Classification des Anaérobies, 2¢ édit., 1948, 
178-180. 

(5) A.-R. Prévor et J. Zrmis, C. R. Soc. Biol., 1946, 440, 110; id. avee 
M. Raynaup et M. Dicron, ibid., 1946, 440, 235; id. avec G. Conrn et 
B. Nisman, ces Annales, 1947, 73, 834 ; id. avec G. Conen-Bazine et G. Coury, ’ 
C. Ri Acad. Sei; 194°" 22601143; 
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cylochrome-oxydase. Cette déficience étant suffisante pour rendre 
pompse: de état constamment réduit du cytochrome c¢, d’autres expé- 
poe sont nécessaires pour établir si le cytochrome ¢ est également 
alfecté par la mutation en question. L’examen srz*troscopique du cyto- 


200 


100 


TIA. 10’ 15’ ON fightin, > 10’ 45) 20’ 
Activité de cytochromes c d’origines diverses 
en présence de cytochrome-oxydase du muscle cardiaque. 

Concentration des cytochromes : expérience 1, 3,5 x 10 —° M; expérience 2, 
O40) — > M. 

Ordonnée, millimétres cubes d’oxygéne absorbé; abscisse, temps. 

Courbe A, oxydase seule; B, cytochrome c du muscle; C, cytochrome ¢ de la 
levure normale (souche 59R); D, cytochrome ¢ d’une souche « petite acrifla- 


yinée (S9RA); E, cytochrome c d’une souche « petite spontanée » (59Kp). 
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cir ¢, “extrait des cellules planies ct “pula, eeen bien | a 
qu’il présente, d l’état réduit, un spectre normal. intensive aaa a 
bande g,* mesurée sur les cellules mutantes intactes, indique qu’ 
en contiennent 1,7 fois plus que la levure normale. Mais Keilin 
Hartree (1940) et Tsou (1949) ont montré que la molécule du cyt > 
chrome ¢ peut perdre complétement son activité catalytique & la suit te 
de différents traitements (action des alcalis et des acides forts, digestion 
par les enzymes protéolytiques) sans que son spectre d’absorption 
subisse aucun changement perceptible. Il est done clair que seule w 1e ; 
étude de. l’activité catalytique du cytochrome c¢ peut résoudre le pro- 
 bléme de Vintégrité de sa molécule. Une telle étude ne peut i 
—effectuée qu’in vitro. . 
Dans les expériences ci-dessous, jai comparé l’activité, vis-a-vis de 
la cytochrome-oxydase du muscle cardiaque, de cytochromes de. pro- 
venances diverses. re iu 
Les souches de levure et les conditions de culture sont les mémes 
que celles décrites par Slonimski et Ephrussi (l. c.). La cytochrome- 
oxydase est préparée selon’ la méthode de Keilin et Hartree (1988), 
i partir du coeur de cheval. En présence d’un exces de cytochrome ¢ 
et d’hydroquinone, nos préparations montrent un Qo, = 80-130. Le 
cytochrome ¢, qui sert de témoin, est préparé a partir du meme 
- matériel, selon le procédé de Keilin et Hartree (1937). Le cytochrome ¢ 
de la levure est extrait et purifié selon Keilin (1930), mais en rempla- 
cant toutes les fillrations par des centrifugations. Les préparations de 
cytochrome ¢ sont standardisées \ l'aide du spectrophotométre Beckma 
Les tests manométriques sont effectués a 37°C dans lappareil aa 
Warburg, dans des conditions ot le cytochrome ¢ est le facteur limi- 
tant de la vitesse d’oxydation. Chaque fiole contient un volume total 
de liquide de 3,0 cm® ; hydroquinone ’ 0,6 p. 100, 0,5 cm* ; prépara- 
lion d’oxydase, 0,3 cm*; cytochrome c, 1 cm*; tampon phosphate, | 
0,2M A pH 7,8. Des fioles, qui se distinguent des précédentes par 
omission soit du cytochrome c, soit ae cytochrome-oxydase, seryent 
de témoin. ri 
Comme le montre la figure 1, le cytochrome c, extrait des levures 
mutantes (« petites »), qui en contiennent une quantité considéra- 
blement accrue, possede in vitro la méme activité catalytique que — 
cytochrome ¢ normal. 


(Institut de Génélique, du C.N.R.S. 
et Institut de Biologie physico-chimique, Paris.) 
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